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Zur Kenntnis des Fett- und Lipoidstoffwechsels der Hefen. 
4, Mitteilung?). 


Der Vorgang der Sterin- und Fettanreicherung 
in untergariger Brauereihefe. 
Von 
Martha Sobotka, Wilhelm Halden und Ferdinand Bilger. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Graz.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. April 1935.) 


Einteilung. 


Einleitung: Fragestellung, Diskussion, Literatur. — Versuchs- 
reihen: Arbeitsbedingungen, Tabelle: Analysenergebnisse, Tabelle: Bilanz, 
Ergebnis. — Zur Methodik: Die Mikro-Kjeldahl-Pregl-Methode zur Be- 
stimmung des Total-N in Hefe. Bestimmung des Gesamttrockengewichts 
einer Hefekultur. — Zusammenfassung. 


Nachdem es gelungen war, das Problem der Fett- und Sterin- 
anreicherung in Hefe experimentell zu lésen, hat sich eine Reihe 
von Fragen ergeben, deren Beantwortung gefordert erschien, bevor 
wir Zusammenhinge allgemein physiologischer Art in den Bereich 
unserer Untersuchungen ziehen konnten. Dem Auffinden des 
Verfahrens der Lipoidanreicherung muBte ein eingehendes 
Studium des Vorganges folgen. Vor allem war es notwendig, 
die quantitative Grundlage zu schaffen durch die Wahl einer 
geeigneten BezugsgréBe, die iiberhaupt erst Vergleichbarkeit der 
Analysenergebnisse erméglichen sollte. Bisher war, da ja wesentlich 
der Enderfolg, eine Vermehrung lipoider Stoffe auf ein Vielfaches 
des Ausgangswertes, in Betracht kam, auf 100 Gewichtsteile je- 
weiliger Trockensubstanz bezogen worden. Da nun ein tieferes 
Kindringen in das Fortschreiten des Vorganges, eine vergleichende 
Auswertung von Stadien nach Ablauf gewisser Zeiten zum Ziel 
geworden war, muBte daran gedacht werden, daB gerade in unserem 
Falle das Gesamttrockengewicht einer Hefekultur keineswegs als 
konstant angenommen werden diirfte. Diese Annahme ist durch 
Absoluttrockengewichtsbestimmungen bestiitigt worden. Wir haben 


1) 3. Mitteilung: ,,Sterin- und Fettanreicherung in untergiiriger Brauerei- 
hefe“ yon W. Halden, Diese Z. 225, 249 (1984). 
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daher die heikle Aufgabe physiologisch richtigen Beziehens in der 
Weise gelést, daf wir fir alle Stufen des Versuchs gleiche Hefe- 
mengen eingesetzt haben, deren absolutes T'rockengewicht parallel 
zu den Analysen bestimmt wurde. Das ,,Ausgangsgesamttrocken- 
gewicht“ wurde gleich 100 gesetzt, von Stufe zu Stufe die pro- 
zentuellen Zu- oder Abnahmen des Trockengewichts in Rechnung 
gestellt, die Analysenergebnisse auf die so gewonnenen Werte um- 
gerechnet und auf diese Weise in Prozent ,,Ausgangstrocken- 
substanz ausgedriickt, daher auf die gleiche Hefemenge bezogen. 
In zweiter Linie schien es uns wesentlich, gewisse Versuchs- 
bedingungen, deren Rolle nicht ganz geklirt schien, einer ein- 
gehenden Uberpriifung zu unterwerfen. Hierher gehirt die Frage, 
ob der ProzeB der Lipoidanreicherung auf niihrstofflosem Boden 
giinstiger verliiuft als auf nihrstoffhaltigem. Von griéftem Inter- 
esse erschien in diesem Zusammenhang, den EKinflufi des Wasser- 
entzuges zu studieren, indem einerseits ein einwandfreier Null- 
versuch angestellt wurde, andrerseits die Anderungen des Wasser- 
gehaltes mit den Zunahmen der Gesamtlipoide und Gesamtsterine 
in den einzelnen Stadien des positiven Versuchs in Beziehung 
gesetzt wurden. Dariiber hinaus mufte damit begonnen werden, 
diesen .ProzeB der Fett- und Sterinanreicherung im Rahmen des 
Zellgeschehens zu sehen. Da uns in gewisser Hinsicht die Leistung 
der Hefezelle, lipoide Stoffe im UberschuB zu bilden, in entgegen- 
gesetzter Richtung zur Girung zu verlaufen schien, ganz allgemein 
als ein physiologischer Vorgang von bestimmter Auspriigung und 
Bedeutung erschien, ergab sich von selbst die Aufgabe, den zahl- 
reichen Untersuchungen iiber den Girungsstoffwechsel der Hefe 
ein Studium des Stoffwechsels bei der ,,Fettbildung* im weitesten 
Sinne gegeniiberzustellen. Als wichtigste Frage erhob sich die 
nach der Lage des Stickstoffgleichgewichts bei der Verfettung der 
Zellen, die fiir den Arbeitsstoffwechsel der Hefe von Euler ent- 
scheidend beantwortet worden ist’). Es ist selbstverstiindlich, dab 
auch in unserem Falle eine restlose Lisung dieses Problems nur 
durch eine vollstandige Stickstoffbilanz zu geben wire, und wir 
betrachten daher unsere Ergebnisse iiber die Bewegung des Total-N 
wihrend der Lipoidanreicherung nur als grundlegend. Daf sich 
im Zusammenhang mit den besonderen Bedingungen, unter denen 
das von uns erfaBbte physiologische Geschehen ausgelést wird, 
wobei Wasserentzug eine Rolle spielt, gewisse Erkenntnisse haben 


*) Diese Z, 157, 222 (1926). 
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gewinnen lassen iiber die Beziehungen zwischen Wasserentzug 
und EKiweiBabbau, erscheint uns als Beitrag zu ae ganz 
modernen und wichtigen Fragestellung’®). 


Versuchsreihen 1—5 

Die Arbeitsbedingungen, unter denen eine méglichst hohe Anreiche- 
rung lipoider Stoffe in méglichst vielen Zellen gréSerer Hefekulturen statt- 
hat, sind in der 3. Mitteilung eingehend dargelegt worden. Es werden daher 
fiir die folgenden Versuchsreihen jeweils nur besondere Bedingungen in 
Schlagworten angegeben. 

1. Versuchsreihe (A). 

Arbeitsbedingungen. Reinzuchthefe (Reininghaus, Typus Frohberg), 
geziichtet in ungehopfter Wiirze, in 0,15°/,iger Agarlésung suspendiert, 
wird auf niihrstofflose Agarbéden (5 cem pro Petrischale) aufgebracht. 
Wasserentzug mit Calciumchlorid, unterbrechendes Evakuieren und Ein- 
strémenlassen von Luft (Luftturm) und Alkoholdampf (Alkoholturm). Die 
Proben tragen daher den Index L oder a. 

Tabelle Analysenergebnisse. Die Tabelle ,,Analysenergebnisse“ 
faBt die experimentell gefundenen Werte zusammen. Fiir jedes im Verlauf 
des Prozesses der Lipoidanreicherung untersuchte Stadium werden das 
absolute Trockengewicht in Gramm, der Feuchtwert, d.i. der Quotient aus 
Feuchthefe (F.H.) durch Trockenhefe (Tr.H.), der Gesamtlipoid-, Gesamt- 
sterin- und Gesamtstickstoffgehalt, berechnet auf 100 Gewichtsteile je weiliger 
Trockensubstanz, angegeben. 


1. Versuchsreihe. 











Al, Analysenergebnisse. Beginn: 13. [V. 19384. 
Absolates Gesamt- Gesamt- | Gesamt- 
T rocken- F H 5 A i j 5 , 
Datum | Stadium | gewicht | | lipoide _ sterine _ stickstoft 
von 5cem| Tr. HH. 
in g in °/, Trockensubstanz 
13. 1V. A, 0,462 10,82 2.25 0,26 8,40 
| 8,43 
14. 1V. A, (L) — 4,65 6,09 | 0,91 | 17,88 
| | 1,33 
14. IV. A, (a) _ 7,19 4,57 | 0,75 | 1,58 
| | 7,40 
16. IV. A, (L) — 5,02 6,74 | 1,52 6,72 
| 6,52 
16. IV. A, (a) se 5,04 5,74 | 0,82 7,26 
| 7,24 
20. IV. A, (L) — 4,58 8,53 | 1,77 7,05 
7,14 
20. IV. A, (a) — 5,21 11,07 {| 2,08 5,85 
5,70 
25. IV. A, (a) 0,655 4,68 18,54 4,84 5,82 

















5) K. Mothes, Ber. dtsch. bot. Ges. XLVI, 59 (1928). 
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Tabelle Bilanz. In der Bilanztabelle, am Ende jeder Versuchsreihe, 
werden die Analysenergebnisse ausgewertet. (Das Wort ,,Bilanz“ ist hier 
in einem weiteren Sinne als gewGhnlich gebraucht; es werden nicht zu- 
gefiihrte gegen gebildete Stoffe, sondern Teilvorgiinge eines physiologischen 
Prozesses gegeneinander abgewogen). Da in unserem Falle das Trocken- 
gewicht einer Hefekultur eine Variable ist, mubten die prozentuellen Zu- 
oder Abnahmen in Rechnung gestellt und alle iibrigen Werte auf 100 Ge- 
wichtsteile ,,Ausgangstrockensubstanz bezogen werden. Statt des Datums 
ist die zwischen den einzelnen Stadien verflossene Zeit, statt des Feucht- 
wertes der Wassergehalt in Prozent (Feuchthefe) eingetragen*). Die Ande- 
rungen der Gesamtlipoide und Gesamtsterine sind als Vielfache, die des 
Gesamt-N in Prozent des ,,Ausgangswertes“, und auBerdem die ersteren 
in Prozent (Total-N) angegeben, damit die Beziehungen zwischen den ein- 
zelnen Faktoren klarer zu erkennen sind. 

Die Bilanz der Gesamtsterine, als eines Teiles der Gesamtlipoide, 
ist gesondert und immer iiber den ganzen Versuch gegeben, um die Tabellen 
nicht uniibersichtlich zu gestalten. 


1. Versuchsreihe. 



































Ergebnis. Schon in der ersten Versuchsreihe lassen sich 
GesetzmifBigkeiten auffinden, die den Vorgang charakterisieren. 
Das Gesamttrockengewicht nimmt im Verlauf der Lipoid- 
anreicherung bedeutend zu; das Verhiltnis zwischen Trocken- 
gewichts- und Lipoidzunahme ist 7:4. Kiner Abnahme des 





*) Bei Aufstellung der Formel fiir die Berechnung der Prozente Wasser 
aus dem Feuchtwert ist in der 3. Mitteilung ein Versehen unterlaufen; 


sie soll lauten: °/, W = 100 P. H. — H. 
F. H. 

Tr. H. 

r. Hi. 





= 100 (1 - 


A II. Bilanz. Ende: 25. IV. 1934, 
= Trock.-Gew. Wasser Gesamtlipoide Gesamtstickstoff 
a hed 
&0 — | | 1 mn nN 
e] = 12> | 2 | ' =a SO | ' 2 ow 
Ais] Sa | 2 ofS Sak) A] 88 > be 
al ay | os | oa & Kdei.gqgicex#s 4 \is~se 
= + oe A aS A a3 4 mnmn| So o 2 A - m8 
a ae = 3 = 5's eee cS [Fes Ags 
© ~ wd | - | = mn — 2° R ™ aaa mM ao 
N Mak ‘ ad N & a0 | _ } 

Pe ots oe | ; — | | 
A, |100 | 90,8 | 2,25 | | 8,40 | 
12 | +41,77 '—12,2 '+24,02 +10,58 +286 }-0,15, — 1.82 
A, | 141,77 18,6 | 26,27 | 8,25 | 
Gesamtsterine | 
| | - a | 
A, | 100 | - 0,26 | : : | 
12 1+ 41,77 | |+ 6,60 +25,38 +78,5 | 
A, | 141,77 | 6,86 | | | 














0 
Ausgangs 
wertes 


.18) 
L.Ou 
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Wassergehaltes von 12°/, (auf den Wert 78,6) entspricht ein 
minimaler Abfall des Total-N um rund 2°/, des Ausgangswertes. 
Dieser Verminderung des Gesamtstickstoffs in einem AusmaB, 
das schon in die normalen Fehlergrenzen der Analyse fallt, 
steht gegeniiber die ganz bedeutende Vermehrung lipoider Stofte 
um 286°/, (Total-N) und der Sterine um 78,5°/, (Total-N), deren 
Zunahmen sich wie 3,6:1 verhalten. In der Zeit von 12 ‘Tagen 
ist der Gesamtlipoidgehalt um das 10fache, der Gesamtsteringehalt 
um das 25fache des Ausgangswertes angestiegen. 


2. Versuchsreihe (B). 

Arbeitsbedingungen. Wie bei Versuchsreihe A. Nur wurde die 
Hefe vor der Suspension in Agarlésung 2mal unter Turbinieren mit aus- 
gekochtem Leitungswasser gewaschen und as um sie yon den 
Resten anhaftender Wiirze zu befreien. 

Tabelle Analysenergebnisse. Um einen tieferen Einblick in 
den Verlauf des Prozesses zu gewinnen, wurde nicht nur das Ausgangs- 
und das Endgesamttrockengewicht bestimmt, sondern 2 Stufen (B,, Bs) 
eingefiigt. 








. Versuchsreihe. 
BIL. Analy enn. Beginn: 14. V, 1934. 
rare , PP ' 
Trocken- FH Gesamt- Gesamt- Gesamt- 
Datum Stadium | gewicht : ‘_ | lipoide | sterine | stickstoff 
von 5eem| Tr.H. | | 
in § in °/, Trockensubstanz 
14. V. B, 0,321 15,52 2,34 0,21 | 8,48 
| 8,42 
1. Y. B, (L) _ 4,50 5,18 0,77 | 8,03 
8,04 
15. V. B, (a) on 4,64 7,20 | 1,10 | 1,61 
7,76 
5. ¥ B, (L) — 5,33 4,38 0,69 7,78 
7,87 
17. V. B, (a) 0,432 4,23 11,10 | 2,37 | 6,02 
6,16 
22. V. B, (a) 0,443 3,87 14,50 3,51 | 6,76 
5,75 
26. V. B, (a) a 3,88 20,27 5,21 | 5,12 
| 5,04 
30. V. 0,495 | 
3. VI. B, (a) — 3,66 26,50 6,23 | 4,28 
| 4,30 
16. VI. Bg (a) — 3,28 29,56 8,63 | 4,07 
| | 3,90 














Tabelle Bilanz. Der Berechnung von Stufe B, liegen Mittelwerte 
aus den Analysenzahlen fiir B, (analysiert am 26. V.) und B, (analysiert 
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am 3. VI., wiihrend die Gesamttrockengewichtsbestimmung am 30. V. durch- 
gefiihrt wurde) zugrunde; sie ist daher in der Tabelle folgendermaBen 
angegeben: B, (B,/B,). 

2. Versuchsreihe. 








B II. Bilanz. Ende: 16. VI. i934. } 
o Trock.-Gew.| Wasser Gesamtlipoide Gesamtstickstoti 
Ff — cakcmesen Scissor =— = 
fet 8) _ | | 1 n mM “4 | m1) 
xs 12> & 2 on | maeL | ® | > 
ee . 2° ® aq S| =< | ~om 1a 8 | 3 £ 
Stadium | 2- ~2.83 of cso |S Aas g | ae 
= 3 ll A = aA esl 4 SEelaoelecs! gv = 
— es a" OQ Nm nN =“ a | &o & 
* ae RB G1 2 | =O WM 7° |Ro wae 
8 oe M » 5- “tai " a & | pa Be 
= : - a ae = & = — a Se : | 
B, | 100 1 93,6 2,34 | | 8,48 | 
3 +34,9 |—17,2 +12,63/+ 5,40/+149 |—0,26 | — 
B, 134,9 76,4 14,97) | 8,22 | 
5 + 3,1 ~ 22 i+ 5,04/+ 2,15/+ 59 |—0,27 |— 3,16 
B, | 138,0 74,2 20,01 | 7,95 | 
8 +16,2 — 0,7 '+16,06 + 6,80|)+189 1—0,72 — 8,49 
B, (B,/B.)| 154,2 78,5 36,07 7,23 | 
16 +. 54,2 — 20,1 i+ 383,73 | +14,35 | +397 }—- 1,25 — 14,73 
gig | 
Gesamtsterine 
By | 100 + 0,21) | | 
16 +54,2 l+ 861/+41 |+101 | 
B, 154,2 8,82 | 

















Ergebnis. Das Verhiiltnis zwischen Trockengewichts- und 
Lipoidzunahme ist nahezu dasselbe wie in Versuchsreihe A, 
niimlich 6,4:4. Der Wassergehalt hat fast um das Doppelte 
(gegeniiber Serie A) abgenommen, wogegen der Abfall des Total-N 
nicht das Doppelte, sondern das rund 8fache des Wertes in 
Reihe A betriigt. Zur Aufklirung dieses Tatbestandes kénnen mit 
Erfolg die Zwischenstufen herangezogen werden. Es zeigt sich, dab 
der gréBte Teil des Wassers schon zwischen den Stadien B,—B, nach 
3 Tagen entfernt ist, und daB dieser Trocknung eine Anderung des 
Total-N entspricht, die nicht aus den Mafen der Serie A fallt. 


Serie A: JH,O = — 12,2 %, Serie B: 4H,O = — 17,2 °/, 
4N =-— 1,82, AN =— 8,06%,. 


Erst durch das Absinken des Wassergehaltes unter einen 
gewissen Schwellenwert (auf lingere Dauer) vollzieht sich 
offenbar eine gréBere Senkung im Total-N-Gehalt, die auf Eiweib- 
abbau schliefen laiBt. Der Sprung ist in der Bilanztabelle zwischen 
den Stadien B,—B, deutlich erkennbar; die entsprechenden 
Wasserwerte liegen bei 74,2°/, und 73,5°/,, die Zeitdauer ist 
8 Tage, der Stickstoffabfall auf dieser Stufe allein 8,5°/,. Auch 
in Serie B ergibt sich kein Zusammenhang zwischen der Ver- 





14,73 








Zur Kenntnis des Fett- und Lipoidstoffwechsels der Hefen. 7 


mehrung der Lipoide um 397°/, (‘Total-N), der Sterine um 101°/, 
(Total-N) und der Verminderung des Gesamt-N um 14,73°/); 
doch ist das Verhiltnis der Lipoid- zu den Sterindifferenzen 
dasselbe wie in Serie A, im Mittel 3,8:1. Der um 4 Tage ver- 
lingerten Versuchsdauer entspricht ein Zuwachs der Gesamtlipoide 
um das 14fache des Ausgangswertes, der Sterine um das 41 fache. 


3. Versuchsreihe (C€). 


Arbeitsbedingungen. Wie bei den vorangehenden Serien; doch 
wurde die Hefe einer Angiirung in frischer Wiirze durch 24 Stunden unter- 
worfen, um sie versuchstauglicher zu machen. Nach AbgieBen der Wiirze 
wird die gleiche Menge ausgekochtes Leitungswasser zugefiigt, geschiittelt, 
24 Stunden stehen gelassen, dekantiert, und diese Behandlung noch 2mal 
wiederholt. 

Tabelle Analysenergebnisse. Die Versuchsdauer wird auf 
32 Tage, also das Doppelte der bisherigen ausgedehnt und fiir 2 Stadien 
des parallelen ,,Luft-Versuchs das Trockengewicht bestimmt. Der Kjeldahl- 
aufschlu8 erfolgt von nun an mit Quecksilber- und Kupfersalz (Parallel- 
bestimmungen); der Berechnung werden die mit Hg-Salz als Katalysator 
ermittelten Analysenzahlen unterlegt aus spiiter zu erérternden Griinden 


(vgl. Kapitel: Zur Methodik). 


8. Versuchsreihe. 














CI. Analysenergebnisse. Beginn: 8. VI. 1934. 

_ Absolutes ; Gesamt- Gesamt- | Gesamt- 

Datum | Stadium | [t0¢k.-Gew.| _F.H. lipoide | sterine | stickstoff 

von 5 cem Tr.H. | 
in g in °/, Trockensubstanz 
8. VI. Cy 0,363 13,77 2,20 0,20 8,49 
8,05 
9. VI. C, (L) = 9,32 4,24 0,70 | 17,63 
7,53 
9. VI C, (a) - 8,90 5,56 1,12 1,44 
7,19 
11. VI. C, i) 0,313 5,03 4,68 0,82 | 8,27 
8,15 
11. VI. C, (a) 0,471 4,25 11,79 2,28 6,74 
6,53 
15. VI. C, (L) 0,322 5,27 4,40 0,78 8,49 
| 8,86 
a6.. ¥i. C, (a) 0,480 3,93 16,14 3,66 5,80 
5,68 
19. VI. C, (a) — 38,85 20,20 6,08 5,36 
| 5,33 
22. VI. 0,529 

26. VI. C; (a) — 3,49 24,63 8,36 | 4,86 
| 4,78 
10. VIL. C, (a) 0,494 2,32 30,28 | 9,12 3,84 
| 3.77 
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Tabelle Bilanz. 


Das Bilanzbild weist neue Elemente auf infolge 


der erweiterten Zeitspanne (Einschaltung von Stufe C,) und der Ein- 
beziehung der Luftwerte, die in Tab. C III zusammengefaBt und den Alkohol- 
werten gegeniibergestellt sind. 


8. Versuchsreihe. 


Ende: 10. VII. 1934. 










































































CII. Bilanz (Alkohol). 
= Trock.-Gew.| Wasser Gesamtlipoide Gesamtstickstoff 
aN on] | ' ik 2 | a (a ee 
os] ' fo) o td — me @ rob) 
— n © — oN Oat] of oe 
= | Stadium | 2” 32.5 2 & So8| 4 | .}: 
& & || 1 |i a| 4 Jes] 4 |eeel a A |e 8 
= at =o ~2"s So 2 | ase 
S <i ie © © RM oe Ne es 
N _ ee nt | _ Fa ee 1. op N 
— — — — ——————————— —— ——————— 
C 100 92,7 | 2,20 49 | 
+29,7 —16,2 +13,09 + 5,95 +154,2 14+-0,25) + 3.0 
m 129,7 76,5 15,26 
+ 2,5 —- 1,9 + 6,05'+ 2,75 + 71,3 — 1,07) — 12,67 
C, 132,2 74,6 | 21,34 
7 +13,5 ~ 16 +11,31/+ 5,14 +133,1 +0,50 + 
C, (C,/C,) | 145,7 72,8 | 32,65 | 
— 9,7 —15,9 8,53 + 3,90 +100,4 — 2,94) — 34,7 
C, 11360 [56,9 41,18 | | 
+ 36,0 35,8 |+38,98 +17,74 +459,0 — 8,26 — 38,44 
Gesamtsterine 
, 100 0,20 
+ 36,0 +1220 +61 (+143 
e 136 12,40 
3. Versuchsreihe. 
C iil. Bilanz (Luft). 
= Trock.-Gew.| Wasser Gesamtlipoide Gesamtstickstofi 
a n = aa | i) N So b ce 2 
a ° _~ oe! —— 4 ~- &on 
oad Stadium —y S| 4 & S fi ° a3 
a S| ! =| 4 |&& 4 aS A |* &3 
~ gag a 9 | a= | bi So c or M 
& <= © ® | PR j N& nity = 
SN oat S a & | = 
100 92,7 2,20 | | | 
— 13,8 — 12,5 + 1,83)+ 21,55 | — 1,36 — 16,02 
86,2 80,2 4,03 | 
+ 2,5 + 0,9 — 0,13 — 1,53 '+0,40 + 4,11 
88,7 81,1 3,90 jae t 
~tis —11,6 + 1,70 + 20,02 —0,96 | —11,31 
Zum Vergleich: ; 
C,—C, (Alkohol) +32,2 | +19,14 +225,5 —0,82 — 9,01 
Gesamtsterine 
100 0,20 | | | 
— 11,3 j+ 0,49) + 5,77 
88,7 0,69 | 








yangs 


wertes 


AUS 


4AUSP anes 
wertes 
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Ergebnis. Zufolge einer Abnahme des Trockengewichts auf 
der letzten Stufe bei gleichzeitiger Steigerung des Lipoidgehaltes 
resultiert das neue Verhiiltnis Trockengewichtszunahme: Lipoid- 
zunahme = 1:1. Lit man jedoch die letzte Stufe weg, so ergibt 
sich in Ubereinstimmung mit der Versuchsdauer das friihere 
(etwas verminderte) Verhiltnis von 6:4. Was die Beziehung 
zwischen Wasserwert und Total-N anlangt, so zeigt sich, dab 
sie nicht so einfach sein muB8 wie in Reihe B. Wéihrend einer- 
seits der Wassergehalt in den Serien B und C im gleichen Aus- 
maB sinkt und der N-Abfall von B, nach B, stetig geschieht, 
erscheint dieser im Versuch C durch eine geringe Schwankung 
nach oben verzégert und verstiirkt, und es wiederholt sich der- 
selbe Vorgang von C, nach C,. Auf einen neuerlichen, lang 
dauernden Wasserentzug (18 Tage) im Ausmaf} der ersten Stufe 
(16—17°/,) — dem eine Schwankung des Gesamt-N um + 3°/, 
entspricht — unterhalb desSchwellenwertes bei 73°/,, erfolgt 
jedoch ein Sturz des Total-N um 35°/,, d.i. das rund 11fache 
des erstgenannten Betrages. Wie in den vorhergehenden Versuchs- 
reihen steht das Absinken des Stickstoffs in keinem Verhiiltnis 
zur Vermehrung der Gesamtlipoide um 459°/, (Total-N) und der 
Gesamtsterine um 143°/, (Total-N), wihrend sich die Zunahmen 
dieser letzteren GréBen wie 3,2:1 verhalten. Der ProzeB der 
Lipoidanreicherung kommt allmahlich zum Stillstand. Eine Ver- 
suchsdauer von 32 Tagen zeitigt ein Ansteigen der Gesamtlipoide 
um das rund 18fache, der Gesamtsterine um das 61fache des 
Ausgangswertes (vgl. Serie B: Versuchsdauer 16 Tage, 4 Gesamt- 
lipoide = 14 mal, 4 -sterine = 41 mal der Ausgangswert). Vergleicht 
man die einzelnen Stadien von Versuchsreihe B und C mitein- 
ander, so zeigt sich weitgehende Ubereinstimmung in der GréBen- 
ordnung der zugehérigen Zahlen; der Vorgang liuft also durchaus 
cesetzmaBig ab, sofern nur die einfachen Arbeitsbedingungen 
eingehalten werden. Er erscheint gesteuert durch den Wasser- 
entzug. Einem starken Absinken des prozentuellen Wassergehalts 
auf der ersten Stufe entspricht eine bedeutende Steigerung des 
Trockengewicht- und Lipoidwertes, es folgt eine geringe Anderung 
auf Stufe 2, mit der 3. Stufe ist offenbar das Optimum erreicht: 
Kine minimale Trocknung unterschreitet den Schwellenwert bei 
73°/,, entsprechend einem mittleren ,,Feuchtwert“ von 3,7; 
Trockengewicht und Lipoide nehmen stark zu, der Gesamtstick- 
stoff fillt auBerordentlich (im Versuch C erst auf Stufe 4) ab. 
In Serie C wurde ferner der mitlaufende Luftversuch ausgewertet. 
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Ein Blick auf Tab. CII belehrt iiber die Struktur des ,,Luft‘- 
Prozesses gegeniiber der des ,,Alkohol“-Vorganges und die ganz 
verschiedenartigen Endergebnisse. 





Luftversuch | Alkoholversuch 





Trockengewicht . nimmt ab | nimmt zu 
Wassergehalt . .| sinktin geringerem AusmabB als beim Alkoholversuch 
Vermehrung { um 1,7°/, (Trock.-Subst.) [um 19°/, (Trock.-Subst.) 
der Lipoide . .]|| oder um 20°/, (Total-N) | oder um 225°/, (Total-N) 
Ansteigen des | um das Doppelte um das 23 fache 








Steringehaltes des Ausgangswertes des Ausgangswertes 
N-Abfall. . . . um 11°/, (Total-N) um 10°/, (‘Total-N) 


Ks erscheint durch diese Gegeniiberstellung der Beweis 
erbracht, daB durch den Wasserentzug der ProzeB der Lipoid- 
anreicherung ausgelést wird, daB die Behandlung der Hefe mit 
Alkohol der ausschlaggebende Faktor ist und da das Stickstoff- 
gleichgewicht durch den Vorgang der Verfettung der Hefezellen 
nicht gestért wird. 

4, Versuchsreihe (D). 

Arbeitsbedingungen. Wie in Serie A. Die Agarbéden enthalten 
jedoch 5°/, Glucose, sind also nihrstoffhaltig. 

Tabelle Analysenergebnisse. Die Hefeproben tragen wie immer 
die Indices a und L; das bedeutet fiir Serie D: Glucoseboden im Alkohol-, 
Glucoseboden im Luftturm. Gegen Ende der Versuchsreihe sind zwei 
Kontrollen eingeschaltet, das sind niihrstofflose Agarbéden in Alkohol- 
atmosphiire (in den vorangehenden Serien mit dem Index a bezeichnet). 


4. Versuchsreihe. 





DI. Analysenergebnisse. Beginn: 9, X. 1934. 
_ Absolutes f (sesamt- Gesamt- Gesamt- 
Datum | Stadium l'rock.-Gew.| FH. lipoide _ sterine _ stickstoft 
: von 5 ccm Tr.H. 
in ¢ in °), Trockensubstanz 
9X. | D, 0,488 10,24 2.25 0,20 5,37 
5,31 
10. X. D, (1) — 6,89 9,45 1,62 5,14 
5,04 
i0.X. | D,(a) _ 5,04 11,47 1,95 5,18 
5,19 
12. X. D, (LL) — 5,00 13,46 2,40 4,83 
4,79 
15. X. 0,610 
dX. | Dyia) - 3,95 13,47 2,43 4,97 
4,84 
17x, D, (L) _ 3,80 19,95 410 | 4,48 
4,29 














of) 











stad 


D 
D 


u) 
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DI. (Fortsetzung.) 
Absolutes . Gesamt- Gesamt- Gesamt- 
Datum | Stadium Trock.-Gew.| FH. lipoide | sterine | stickstoff 
von 5 cem Tr.H. | 
in g in °/, Trockensubstanz 
i7.X. | D,(a) ii 3,60 19,72 | 4,10 4,47 
4,39 
22. X. D, (1) _ 3,69 16,66 3,76 4,33 
4,23 
22. X. D, (a) — 3,73 16,71 | 3,20 4,38 
| 4,26 
22.X. |Kontrolle a 8,75 23,00 | 5,58 4.05 
3,99 
29.X. | D,(L) — 3,10 21,18 | 5,10 4,09 
| 4,09 
29. X. D, (a) oo 3,49 20,13 | 5,08 | 4,05 
| 3,91 
29.X. | Kontrolle _ 3,33 24,84 | 6,10 3,95 
| 3,79 
31. X. 0,680 | 


Tabelle Bilanz. 


zu studieren, gewertet werden. 














“s wurde nur eine Stufe: 


4. Versuchsreihe. 


D,/D, eingeschaltet 
und auf die Kinbeziehung der L- und der Kontrollwerte in die Bilanz ver- 
zichtet. Serie D darf lediglich als Versuch, die Rolle des ,,Glucosebodens“ 





DIY. Bilanz. Ende: 29. X. 1934. 
: Trock.-Gew.| Wasser Gesamtlipoide Gesamtstickstoff 
: 2 : a | 48S | 5 3 
— Sa | 8 48 | Sak] am [es > fom 
_| Stadium | 3 | ~2-S 2s mes * 2 ie 1 sal 
- 2) 4 | 6) 4 [eel 4 lego] 2S fe) 4 | hs 
. at Es e's Sari we fee asset 
Gi a5 © o~ _oai." Ee — 
Fe 8 a E | N.3 &| E IN* 
D, [100 | 90,3 2,25 5,37 
6 1425 —16,8 +1849 + 8,21 +3443 +0,53  +9,87 
D, (D,/D,)] 125 73,5 20,74 | 5,90 
lf +14,3 — 2,1 + 7,30) + 3,24 +135,9 — 0,26 | +4,84 
D, | 139,3 71,4 28,04 5,64 ts 
20 +393 —18,9 +25,79 +11,45 | +480,2 + 0,27 | +5,03 
Gesamtsterine | 
| D, |100 0,20 | 
20 (+39,3 + 688/+ 34,4 +128 
D, | 19,3 7,08 








EK 





rgebnis. 











Kin Blick auf Tab. DI zeigt, daB im groBen 


und ganzen die Zahlen fiir die a- und L-Stadien gut unter- 
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einander iibereinstimmen. Es unterliegt also die Hefe auf 
glucosehaltigem Boden im Luftturm (Entwicklung von Alkohol 
aus dem Boden) denselben Bedingungen wie im Alkoholturm und 
vollzieht den ProzeB der Lipoidanreicherung in gleicher Weise 
und in demselben AusmaB, wihrend die ,,Kontrollen* die Uber- 
legenheit des niihrstofflosen Bodens in Alkoholatmosphire zu er- 
weisen scheinen. 


D,(L)...... = 16,6 °%, Gesamtlipoid 
D, (a) = 16,7 °/, 
Kontrolle .... = 28°, + 


Interessant ist die durchgiingige Parallelitiit der N-Zahlen. 


Vergleicht man nun die Bilanz von Serie D mit der der 
bisherigen Reihen, so ergeben sich durchaus ihnliche Verhiltnisse. 
Entsprechend der Versuchsdauer verhalten sich 'l'rockengewichts- 
zunahme zu Lipoidzunahme wie 6:4, die der Gesamtlipoide zu 
derjenigen der Gesamtsterine (ausgedriickt in Prozent Total-N) 
wie 3,75:1. Wie schon aus den relativen Werten (bezogen auf 
100 Gewichtsteile jeweiliger Trockensubstanz) zu erkennen war, 
bleibt der Vorgang der Vermehrung lipoider Stoffe in den Zellen 
auf glucosehaltigem Boden anscheinend im Ergebnis zuriick hinter 
demselben Vorgang auf nihrstoffloser Unterlage. Einer Versuchs- 
zeit von 20 Tagen wiirde eine Steigerung des Lipoidgehaltes um 
das rund 15fache, des Steringehaltes um das 40fache gemib 
sein; Tab. DII weist fiir die Gesamtlipoidzunahme nur das 
llfache, fiir die der Sterine das 34 fache aus. Ganz aus dem 
Rahmen der bisherigen Untersuchungen fillt die Stickstoffbilanz, 
trotzdem die Wasserwerte denselben Abfall zeigen wie in den 
iibrigen Reihen. Wir erkliren uns diese Abweichung damit, dab 
die Hefe durch lingere Zeit, iiber die Sommerferien, keine frische 
Wiirze erhalten hatte und erschépft war. Als Beweis fiir diese 
Auffassung erscheint der Ausgangswert Total-N = 5,37°/, gegen- 
iiber dem Ausgangswert von 8,40°/,, der fiir die ganze Dauer 
unserer Versuche gleich geblieben war und sich auch spiterhin 
als konstant erwies, sofern nur die Hefe unter normalen Be- 
dingungen geziichtet wurde. Immerhin zeigt sich auch in Serie D, 
nach einer ersten groBen N-Zunahme, die Tendenz zu einem 
normalen Ablauf. 


5. Versuchsreihe (E). 


Arbeitsbedingungen. Wie in Serie B. Ein Teil der Agarbéden 
ist niihrstofflos, der andere Teil enthilt 5°/, Glucose; die Proben tragen 
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daher den Index nl oder gl. Die Atmosphire ist Luft, die vor dem Ein- 
str6men in die Tiirme durch p-Nitrotoluol desinfiziert worden ist. Infolge 
dieser Entkeimung ist es uns gelungen, iiber die Ansiitze zu einer ,,Luft- 
serie“, wie sie in den Versuchsreihen A—C vorliegen, hinauszukommen 
und einen einwandfreien Nullversuch zu erhalten. 


Tabelle Analysenergebnisse. Es wurden Trockengewichts- 
bestimmungen fiir alle nl- und gl-Stadien vorgenommen und vor allem 
Stufe 1 (Versuchsdauer = 20") eingeschaltet. 


5. Versuchsreihe. 











EI. Analysenergebnisse. Beginn: 3. XII. 1934. 
ern Gesamt- | Gesamt- | Gesamt- 
lrocken- ae ae , 
a F.H. lipoide | sterine | stickstoff 
Datum Stadium | gewicht pethona | 
Tr.H 
von 5 ccm 
— in °/, Trockensubstanz 
5 
3. XIL. E, 0,398 12,72 2,00 | 0,19 8,32 
8,09 
4, XIL E, (nl) 0,341 6,50 3,61 0,61 8,25 
8,17 
4, XII. E, (gl) 0,557 4,23 8,82 1,79 5,68 
»,64 
6. XII. E, (nl) 0,339 5,29 3,50 0,60 8,80 
8,62 
6. XII. KE, (gl) 0,662 3,90 14,20 2,67 4,87 
4,79 
11. XII. E, (nl) 0,309 5,74 3,16 0,56 9,35 
9, 2 
11. XII. E, (gl) 0,683 3,74 16,05 | 3,40 | 4,52 
4,38 
15. XII. E, (nl) 0,295 4,89 2,81 0,57 9,09 
8,88 
15. XII. E, (gl) 0,665 3,60 20,99 4,85 4,25 
4,19 
21. XII. E, (gl) 0,665 3,28 24,46 5,71 | 4,39 
4,32 














Tabelle Bilanz. Die Bilanz von Serie E ist wie die von Reihe C 
in 2 Tabellen gegeben, deren eine die Auswertung der Analysenzahlen fiir 
Hefeproben von Glucosebéden umfa8t (Tab. E Il), wiihrend die andere die 
Struktur des Nullversuchs aufzeigt (Tab. E III). 
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5. Versuchsreihe. 


. 
Ende: 15. XII. 1934. 





















































E Il. Bilanz (Glucose). 
Trock.-Gew.| Wasser Gesamtlipoide Gesamtstickstoff 
—_ =~ «| | : \(,hel 8 1 ts 
zeit 1212.2. 2 | 5 133). = ls. 
‘m [2] 8 2) 38 S45) oe 18) |S 
a ~oS | ¢ 5 ~ Oe S 
Tagn|S/e! | 4 |° 5) 4 | Fe] 4 125k) ae [Fel 4 [> ge 
nl ae ag 25: aom| > jee laze 
<6 2 3° Seg) Ne [Sa wee 
Sites oe E Ns bo & —_ 
E,|100 | 92,1 2,00 8,32 
205 + 41,7 |-15,7 '4+-10,50 + 5,25 | +126,2 —0,27/— 3.24 
E, | 141,7 76,4 12,50 | 8,05 | 
2 (+ 26,7 — 2,0 +11,41 + 5,70 | +137,1 +0,15 + Is 
E, | 168,4 74,4 23,91 8,20 
5 + 5,4 ~ tf ‘+ 3,98 + 1,99\+ 47,8 —0,34|— 4 
E, | 173,8 | 73,3 27,89 | 7,86 
4 — 4,6 - ti i+ 7,62 + 3,81/+ 91,6 67 | — 
u E, | 169,2 7 72,2 39,b ee re 
11,20" +69,2 19,9 + 33,51 | +16,75 | +402,7 }—1,13 |— 13,58 
Gesamtsterine | 
| 
» | 100 0,19 | | 
11,20” + 69,2 i+ 8,02; 42,22 |+96,39 | 
E, | 169,2 8,21 | | 
5. Versuchsreihe. 
E iil. Bilanz (Luft). 
Trock.-Gew.| Wasser Gesamtlipoide Gesamtstickstoti 
7: = @ | es | | = 
Zeit m me aS or. aS | as 2 
Yio di n= og es oa fe g | ~ &a 
in Stadium | 57 Ss 28 " leat |/_efs 
r oe = = qs > | o£ 
Tagen e*| #08 * tee) * | 2 428) * 1% 33 
<5 | <i NE [<8 | a 
- ool, E a eae 
E, 100 92.1 2,00 8,32 
20 —13,2 — 4s (41,13 +13,58 —1,16 | — 13,9 
E, 86,8 84,6 3,18 7,16 | 
2 — 0,5 — 3,5 aot | 198 +0,43 (+ 5,17 
E, 86,3 81,1. 3,02 7,59 
5 — 7,7 + 1,5 \—0,54 |— 6,49 —0,24|— 2,88 
E, 78,6 82,6 2,48 | 7,35 | 
4 | ~~ ~ 4 |—0,42 |— 5,05 |—0,52 /— 6,25 
| &£, 75,1 | 79,5) | 2,06 | fess) 
11,20 —24.9 — 12,6 1+0,06 |+ 0,72 | 1,49 | — 17,0 
Gesamtsterine | | 
| 
E, | 100 019; | | 
11,20" — 24,9 1+0,24/+ 2,88 | | 
a 15,1 0,48 | | | 
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Ergebnis. Vergleicht man Tab. EII mit Tab. DI, so fallt 
sofort auf, daB simtliche Teilvorgiinge des Versuches D in ihrem 
Ablauf gehemmt erscheinen. Innerhalb von 20 Tagen -nimmt 
hier das Trockengewicht um 39 °/, zu, das Wasser um 19°/, ab, 
die Gesamtlipoide um rund 26 °/, (frockensubstanz), die Gesamt- 
sterine um 7°/, (Trockensubstanz), und der N-Gehalt um 5°/, 
(Total-N) zu. In Serie E zeitigt eine Versuchsdauer von nur 
12 Tagen eine 'Trockengewichtszunahme von 69°/,, eine Ver- 
minderung des Wassergehaltes um 20°/,, eine Erhéhung des 
Gesamtlipoidwertes um 33°/,, des Steringehaltes um 8°/,, ein 
Absinken des Stickstofis um 13°/,. Es erscheint also unsere 
Annahme von einer ,,krschépfung* der in den Versuch D ein- 
gesetzten Hefe gerechtfertigt. 

Bei einer Gegeniiberstellung der ,,Glucose“-Bilanz von Serie KE 
und der ,,Alkohol“-Bilanzen von A bis © ergibt sich folgendes 
Bild. Das Gesamttrockengewicht der Hefekultur auf dem Glucose- 
boden steigt auBerordentlich an; einer Versuchsdauer von 12 Tagen 
in Serie A entspricht eine Erhéhung des Trockengewichtes um 
42°/,, in Serie K um 69°/,. Verfolgt man den Vorgang dieser 
Anderung des Trockengewichtes an den einzelnen Stadien, so 
geht sie in den ,,Alkohol“-Serien derart vor sich, daB auf eine 
erste starke Zunahme von im Mittel 32°/, eime geringe von 
rund 3°/,, und hierauf neuerlich eine gréBere von im Mittel 15°/) 
folgt; bei weiterer Ausdehnung der Versuchszeit kommt dieser 
ProzeB zum Stillstand, und es setzt ein Absinken ein. Die 
Lipoidbewegung nimmt einen durchaus gleichartigen Verlauf, 
doch niihern sich die Werte langsam einem Maximum. 

In durchaus anderer Weise wird der hohe ‘Trockengewichts- 
endwert in der ,,alucose“-Serie E erreicht. Hier tritt schon nach 
20 Stunden, auf Stufe 1, eine Erhéhung von 42°/, ein, die in 
Reihe A, wie schon erwihnt, eine Versuchsdauer von 12 Tagen 
erforderte; es folgt auf Stufe 2 ein weiteres Anwachsen des 
Trockengewichts in der GréSenordnung der ersten bedeutenden 
Vermehrung in den ,,Alkohol-Serien, so daB sich im Ergebnis 
die Zunahmen zu Beginn der ,,Glucose“- und der ,,Alkohol*- 
Serien im Mittel wie 2:1 verhalten. 


Trockengewichtszunahme: 
E, — E, = 68%; B,— B,= 35%, und C,— C, = 30%. 


Auch im ,,Glucose“-Versuch folgt diesem raschen Anstieg ein 
geringer von rund 5°/,, doch setzt schon da ohne neuerliche 
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Schwankung nach oben ein Absinken zu einem konstanten Wert 
ein (EK, absolutes Trockengewicht = 0,665; E, absolutes Trocken- 
gewicht = 0,665). 

Auch hier stellt sich die Bewegung der Trockengewichts- 
und Lipoidwerte in gleicher Kurve dar; die letzteren steigen wie 
im ,,Alkohol“-Versuch weiter an. Um so interessanter ist es, 
daB der Abfall der Wasser- und N-Werte durchaus ahnlichen 
Verlauf nimmt wie in den ,,Alkohol“-Serien (vgl. Serie B). Ver- 
gleicht man das Endergebnis, so stimmen die Zahlen der ,,Glucose“- 
Bilanz von Serie E mit Ausnahme des Trockengewichts mit denen 
der ,,Alkohol“-Bilanz von Serie B (inklusive der Sterinzahlen) in 
ausgezeichneter Weise iiberein, der ProzeB der Lipoidanreicherung 
volizieht sich also auf nihrstofflosem wie auf glucosehaltigem 
Boden mit gleichem Erfolg, nur setzt er auf letzterem schon zu 
Beginn so stark ein, daB in einer Versuchsdauer von 12 Tagen 
dassele Resultat erzielt wird wie in 16 Tagen in der ,,Alkohol*- 
Serie B. 

Lipoidzunahmen (in Prozent Trockensubstanz): 

E, ~ E, = 22°/,; B,—B, = 18%; ©, —O, = 18%,. 


Es lift sich also die Annahme von der Uberlegenheit nihr- 
stofflosen Bodens in Alkoholatmosphire, die durch die Bilanz 
von Serie D nahegelegt war, nicht aufrechterhalten; zufolge des 
Kinsatzes erschépfter Hefe waren gerade die ausschlaggebenden 
Unterschiede am Anfang des Vorganges verwischt worden. 

Stellt man endlich die Bilanzen des Luftversuchs in Tab. CUI 
und EIII einander gegeniiber, so ergibt sich mit Ausnahme der 
Stickstoffwerte gute Ubereinstimmung. 























Trocken- " Gesamt- Gesamt- 7 
gewicht ‘Wasser lipoide sterine Gesamt-N 
o-C, | ~ 198%, | ~296%, | 4 2984, | +0514, | ~ 1068, 
E, — E, — 13,7°/) | — 11,0°/, | + .1,02°/, | + 0,339, | — 8,77, 


(Zum Vergleich wurde das Intervall C, — C, bzw. E, — E, heran- 
gezogen, weil von C, nach C, eine Erhéhung des Wassergehaltes der Hete 
eingetreten ist, die natiirlich die anderen Zahlen, z. B. das Trockengewicht 
im Sinne einer Zunahme beeinfluBt.) 


DaB der N-Abfall in Serie E nur etwa halb so groB ist wie 
in ©, schreiben wir dem EinfluB des p-Nitrotoluols zu: Die auto- 
lytischen Vorgiinge setzen weniger intensiv ein (auf eine Ver- 
minderung des Total-N um 14°/, zwischen EK, und E, folgt eine 
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Schwankung um 59/, nach oben). Dieser hemmende EinfluB 
macht sich auch in bezug auf die Lipoidzahl geltend. 

Ganz allgemein ist der Nullversuch (Tab. E III) dadurch 
charakterisiert, daB alle Werte absinken. Die Trockengewichts- 
abnahmen betragen etwa 1/, der Trockengewichtszunahmen des 
zugehérigen Alkoholversuchs, der Wasserentzug geschieht lang- 
samer, well nur die Wirkung des Calciumchlorids in Betracht 
kommt, die durch den Wasserentzug ausgeléste geringe Ver- 
mehrung der Lipoide und Sterine auf der ersten Stufe wird im 
weiteren Verlauf wettgemacht durch einen Fettverbrauch (Ver- 
atmung), so daB nach 12 Tagen praktisch der Ausgangswert 
erreicht ist, wihrend die Sterine im Endergebnis immer noch 
eine Erhéhung auf das Doppelte des Anfangsgehaltes zeigen. 
Der Abfall des Total-N vollzieht sich in der Weise, dab die 
gréBte Senkung (um ?/, Gesamt-N) gleich zu Beginn im Zu- 
sammenhang mit der bedeutendsten Trockengewichtsverminderung 
(— 13,2°/,) erfolgt. 

Zur Methodik. 

Die von uns im Zuge unserer Untersuchungen ausgearbeiteten Me- 
thoden sind gréBtenteils schon in der 2. und 8. Mitteilung beschrieben 
worden. Neu hinzugekommen ist ein Verfahren zur Ermittlung des Gesamt- 
trockengewichts einer Hefekultur und die Verwendung der Mikro-Kjeldahl- 
Pregl-Methode zur Bestimmung des Total-N in lipoidangereicherter Hefe. 
Da nun in neuerer Zeit Arbeiten®) erschienen sind, in denen die vielfachen 
Modifikationen der Kjeldahlmethode gerade im Hinblick auf ihre Brauch- 
barkeit bei der Hefeanalyse eingehend diskutiert werden, und sich auch 
an anderem Orte*) ein Beitrag zu dieser Frage vorfand, haben wir uns 
veranlaBt gesehen, dazu Stellung zu nehmen’). Im Rahmen dieser Arbeit 
werden daher im folgenden nur die fiir die Durchfiihrung einer Gesamt- 
stickstoffbestimmung in Hefe wesentlichen Punkte angegeben. 


Die Mikro-Kjeldahl-Pregl-Methode 
j zur Bestimmung des Total-N in Hefe’). 


Einwage. Die iiber CaCl, im Vakuumexsiccator kurz getrocknete 
Hefeprobe wird feinst verrieben und 3 Pastillen zu je 10 mg gepreBt (Probe 





5) Ford, Tait, Fletcher, Speirs, Mitchell bzw. Davis, Maltby 
u. Salt, J. Inst. Brewing 39 (N. 8.) 30, 472, 577 (1933). 

6) Mikrochemie, II, 169 (1924). 

7) Eine Zusammenfassung unserer Ergebnisse erscheint demnichst in 
der Zeitschrift Mikrochemie. 

8) F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, Verlag 
J. Springer, Berlin 1930; H. Lieb, Die quantitative mikrochemische Ele- 
mentaranalyse, in G. Klein, Handb. d. Pflanzenanalyse, Bd. I, S. 149, 1931, 
Verlag J. Springer, Wien. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXXXIV. 2 
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im Handexsiccator iiber CaCl, neben der Waage, weil die gepulverte Hefe 
sehr hygroskopisch ist). 2 Pastillen werden im Wigeréhrchen eingewogen 
und in knapp vorher gewaschene Kjeldahlkolben iibergefiihrt, eine (ge- 
pulvert) im Platinschiffchen (unter Luftabschlu8), das in den Mikroexsiccator 
eingebracht, 1 Stunde bei 105° im Vakuum erhitzt wird. Es wird so in 
exakter Weise das Trockengewicht parallel zum N-Gehalt ermittelt. 


Kjeldahlaufschlu8. Als Katalysatoren fiir den Aufschlu8 dienen: 
Eine Mischung von CuSO,:K,SO, = 1:3 und Quecksilberacetat + K,SO, 
(zur Parallelbestimmung). Fir 10 mg Hefe geniigt 1 ccm konz. H,SQ,. 
Es wird so lange erhitzt, bis die Lésung dunkelbraun, aber klar ist (etwa 
20 Minuten fiir Hg-Salz als Katalysator). Zur Endoxydation werden nach 
kurzem Abkiihlen je 3 'Tropfen Perhydrol Merck ,,zur Mikroanalyse nach 
Pregl“ (3mal) hinzugefiigt und erhitzt, bis die Entwicklung der dichten, 
weiBen Diimpfe aufhért (vollstindige Entfernung des Wassers). Gesamt- 
dauer des Aufschlusses */,—1 Stunde bei 6 Proben am Siedegestell. Danach 
werden die Kolben sofort verschlossen (Glas) und nur so lange stehen 
gelassen, bis sie ausgekiihit sind. 


Destillation. Jede Probe wird mit 2 ccm aqu. dest. verdinnt, 
in den Apparat von Parnas und Wagner eingebracht, 7 ccm 30°/,ige 
Lauge (5°/, Thiosulfat zur Zerstérung der Cu- bzw. Hg—NH,-Komplexe) 
hinzugefiigt und 5 Minuten destilliert (Siedekapillare im Wasserdampf- 
entwickler). Fiir 10 mg Hefe werden 10 cem n/100-HCI in einem Quarz- 
kolben vorgelegt. 


Titration. Die Titration erfolgt acidimetrisch. Es werden 2 Biretten- 
lingen Lauge und 1 Biirettenlinge Siure in Erlenmeyerkolben mit der 
gleichen Menge Methylrot versetzt, um Vergleichslésungen fiir die An- 
fiirbung der Proben und den Endpunkt der Titration zu haben. (Auch 
wird die n/100-Lauge beim Stehen in der Biirette stirker, und es ergeben 
sich unerwartet hohe Fehler). Vor Beendigung der Titration (Lésung 
noch rot) wird 30 Sekunden aufgekocht, der Kolben verschlossen, unter 
der Wasserleitung abgekihlt (gleiche Zeiten), und zu Ende  titriert 


(kanariengelb). 


Anmerkungen. Zu Beginn jeder zu titrierenden Serie werden fest- 
gestellt: 1. Die Gleichwertigkeit von Lauge und Siure (Lauge mit Bijodat 
gestellt, Siure mit der Lauge). Es ist darauf zu achten, daB die Faktoren 
einander mdéglichst nahe liegen. 2. Der Blindwert des Apparates (eine Stunde 
ausgedimpft). 3. Der Blindwert der Reagentien. 


Unter Einhaltung aller Bedingungen betragen die Differenzen zwischen 
den Parallelen (bei gleichen Katalysatoren) meist nur wenige Hundertstel 
Prozent, was bei etwa 7°/, Gesamt-N in der Hefe einem Fehler von héchstens 
1°/, entspricht. Wird mit Hg- neben Cu-Salz aufgeschlossen, so liegen die 
Cu-Zahlen durchweg unter den Hg-Zahlen, die Differenzen schwanken. 
In jedem Fall ist daher fiir den Kjeldahlaufschlu8 von Hefe Hg-Salz an- 
zuwenden, das infolge rascherer Katalyse die Vollstiindigkeit des Auf- 
schiusses in kurzer Zeit garantiert. (In unseren Analysentabellen stehen 


die Hg-Zahlen an erster Stelle). 
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Bestimmung des Gesamttrockengewichtes einer Hefekultur’). 


Die diinne Hefeschicht wird vom Agarboden mit Hilfe eines méglichst 
breiten Spatels abgestrichen, unter Abspiilen der Gesamtoberfliche mittels 
destillierten Wassers in ein Glasfrittenfilter Nr. 1 G 3/7*) quantitativ ein- 
gebracht und das iiberschiissige Wasser auf der Vakuumnutsche weitgehend 
entfernt. Hierauf wird das Filter wihrend 2 Stunden in einem evakuier- 
baren Réhrenexsiccator bei einer Temperatur von 105—110° behandelt. 
Diese Behandlung besteht darin, daB man mit Hilfe der Vakuumpumpe 
einen langsamen, durch eine Chlorcalcium-Schicht getrockneten Luftstrom 
durchsaugt; dabei darf anfangs nur ein geringes Vakuum zur Anwendung 
gelangen, um ein Verspritzen der Hefe durch zu heftige Dampfentwicklung 
zu vermeiden. 


Vor jeder Wigung wird das Glasfrittenfilter wihrend 20 Minuten im 
Vakuumexsiccator bei Zimmertemperatur belassen. Zur Priifung, ob diese 
Methode der Hefetrocknung mittels Glasfrittenfilters infolge der hierbei ver- 
wendeten gré8eren Hefemengen (0,3—0,6 g Trockenhefe) keine Abweichungen 
von der Mikrobestimmung") ergibt, wurde in folgender Weise verfahren: 
Das gleiche Volumen einer Hefesuspension, wie wir sie fiir die Bestimmung 
des Trockengewichtes mittels der erstgenannten Methode beniitzten, wurde 
fiir eine Kontrollbestimmung in der Weise verwendet, da8 man sie in ein 
Zentrifugenglas einbrachte und bis zur vollkommenen Klarheit der iiber- 
stehenden Fliissigkeit zentrifugierte; dabei konnte nach dem AbgieBen der 
Flissigkeit und Abschlu8 des Zentrifugenglases durch einen Kautschuk- 
stopfen das Gewicht der Feuchthefe durch Wigung festgestellt werden. 
Hierauf wurde fiir griindliche Durchmengung der verschiedenen Hefe- 
partien im Zentrifugenglas gesorgt und eine Mikrobestimmung des Feucht- 
wertes mit der hierzu bendtigten Menge von 30—60 mg in der iiblichen 
Weise durchgefiihrt. Aus dem Gesamtgewicht der Feuchthefe wurde nun 
unter Beniitzung des durch Mikrobestimmung erhaltenen Feuchtwertes das 
Trockengewicht der Hefesuspension berechnet. 


Einen Vergleich der nach den genannten Methoden erhaltenen Werte 
veranschaulicht folgende Tabelle: 























: Glasfritten- 
Mikromethode eniienda 
Feuchthefe Feuchtwert, bestimmt | Trockenhefe Trockenhefe 
in g im Mikroexsiccator in g in g 
1,650 | 5,121 0,322 0,321 
2,483 | 5,340 0,465 0,459 
*) Schott & Gen., Jena. — °*) L. Fletcher, J. Inst. Brewing 37 (N. S.) 


28, 506—508 (1931). 
1°) Vgl. F. Bilger, W. Halden u. M. K. Zacherl, Mikrochemie 15, 
182, 1984, 
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Zusammenfassung. 


Bei einer eingehenden Untersuchung des Vorganges der 
Lipoidanreicherung in untergiriger Brauereihefe haben sich fol- 
gende Ergebnisse gewinnen lassen: 

1. Der Vorgang wird ausgelist und gesteuert durch den 
Wasserentzug. 

2. Der ausschlaggebende Faktor ist die Behandlung der 
Hefekultur mit Alkoholdampf bei maBiger Liiftung. 

3. Die Frage, ob der ProzeB auf nihrstofflosem Boden 
giinstiger verliuft als auf glucosehaltigem, wurde zugunsten des 
letzteren entschieden. Offenbar handelt es sich hierbei nur um 
ein rascheres Kinsetzen der Bildung lipoider Stoffe infolge 
besserer Einwirkung des im Boden durch Vergiirung gebildeten 
Alkohols. 

4. Der Ablauf des Vorganges ist ein durchaus gesetzmaBiger; 
es haben sich giiltige Beziehungen zwischen Trockengewichts- 
und Lipoidzunahmen, zwischen Lipoid- und Sterinzunahmen, 
zwischen Versuchsdauer und Lipoidvermehrung auffinden lassen. 


5. Das Stickstoffgleichgewicht in den Hefezellen wird durch 
den Vorgang der Lipoidanreicherung nicht gestért; es ergibt sich 
kein Zusammenhang zwischen Lipoid- und Total-N-Werten. 

6. Der Abfall des Total-N wihrend der Lipoidanreicherung 
ist bedingt einerseits durch den Stickstoffmangel (autolytische 
Vorginge), andrerseits durch den Wasserentzug. 

7. Die fiir die Bilanz entscheidenden, durch Wasserentzug 
hervorgerufenen Stickstoffverluste treten beim Unterschreiten 
eines bestimmten Schwellenwertes auf; dieser Wert liegt nach 
unseren Beobachtungen bei 73°/, Wassergehalt. 


Wir danken auch an dieser Stelle unserem verehrten Institutsvorstand, 
Herrn Prof. Dr. Hans Lieb fiir die liebenswiirdige Férderung unserer 
Arbeiten. 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. VI. 


Versuche mit «-Lauro-/, 7-diundecylin. 
Von 


P. E. Verkade, J. van der Lee und K. Holwerda. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Niederlindischen Handelshochschule Rotterdam.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. April 1935.) 


§ 1. Wir haben gemeint, die in einer friiheren Abhandlung ’) 
in Aussicht gestellten Versuche mit synthetisch hergestellten ge- 
mischten Triglyceriden, welche diacidogene und nicht-diacidogene 
Fettsiuren als Saéurekomponenten enthalten, wenigstens vorliufig 
auf die nachstehend beschriebenen Versuche mit «-Lauro- 
8,y-diundecylin beschrinken zu diirfen. Diese Substanz wurde 
nach der von Fischer, Bergmann und Birwind?) angegebenen 
Methode erhalten: ausgehend von Acetonglycerin und Lauryl- 
chlorid wurde «-Monolaurin hergestellt, welches in chloroformischer 
Lésung und in Anwesenheit von Chinolin mit Undecanoylchlorid 
in Reaktion gebracht wurde. Das durch Umkrystallisieren aus 
96°/,igem Alkohol gereinigte Produkt hatte den Erstarrungs- 
punkt 28,3°; die Verseifungszahl] war 276,4 (ber. 275,7). 

Der niichternen, gesunden Versuchsperson V. wurden 36 g 
dieses Glycerids, aufgeschmolzen in Kaffee, zusammen mit einer 
reichlichen Menge Kohlenhydrat verabfolgt. Von diesem Zeit- 
punkte an wurde mit Zwischenpausen von 1—2 Stunden der 
Harn aufgefangen und auf die Anwesenheit von durch w-Oxydation 
von Fettsiure gebildeter Dicarbonsiure gepriift. Der Harn wurde 
solange gesammelt, bis zwei aufeinanderfolgende Portionen keine 
positive Reaktion mehr ergaben. Erst dann nahm die Versuchs- 
person wieder Nahrung zu sich. Die Aufarbeitungsweise des 
Harns braucht hier nicht erértert zu werden, weil sie den in 


') Verkade u. van der Lee, Diese Z. 226, 230 (1984). 
*) Ber. chem. Ges. 53, 1589 (1920). 
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friiheren Abhandlungen beschriebenen im Prinzip gleich ist. Aus 
dem Harn konnten 0,47g Undecandisiure isoliert werden. 
Schmelzp. 107—109°; Mischschmelzpunkt mit einem nach Walker 


und Lumsden’*) hergestellten und bei 110—111° schmelzenden Priparat 
108—111°. 


0,1914 g -> 18,30 cem 0,0954 n-NaOH; Aquiv.-Gew. 109,4, ber. 108,1. 


Kin ahnlicher Versuch wurde mit der Versuchsperson v. d. L. 
angestellt. Nach GenuB von 35g des gemischten Triglycerids, in 
zwei gleichen Portionen mit 4 Stunden Zwischenpause und beide 
Male zusammen mit einer reichlichen Menge Kohlenhydrat, konnten 
hier 0,27g Undecandisaéure aus dem Harn isoliert werden. 

Durch diese Versuche ist somit nachgewiesen — und zwar 
schirfer als dies bereits friiher') geschah — da8 nicht allein ein- 
fache, sondern auch gemischte Triglyceride Diacidurie herbeifiihren 
kénnen. Die qualitativen Ergebnisse dieser Versuche schlieBen 
sich denjenigen an, welche bei unseren friiheren Untersuchungen 
mit Triundecylin und mit Trilaurin*) erhalten wurden: starke 
Ausscheidung von Undecandisaiure und keine Ausscheidung von 
Dodecandisiure im Harn; fiir die Anwesenheit letztgenannter 
Saure wurde nimlich kein Fingerzeig gefunden. 


§ 2. Von einer direkten quantitativen Vergleichung der 
Diacidurie, welche durch «-Lauro-f, y-diundecylin verursacht wird, 
und derjenigen, welche nach GenuB einer gleichen Gewichtsmenge 
eines Gemisches von Triundecylin und Trilaurin im molekularen 
Verhaltnis 2:1 auftritt, kann keine Rede sein; es ist nimlich, 
wie wir friiher*) schon mitteilten und anderswo ausfiihrlich be- 
legen werden, die Menge Disaure, welche von derselben Versuchs- 
person nach Verabfolgung einer stets gleichen Menge eines 
diacidogenen Triglycerids unter fuBerlich gleichen Verhiltnissen 
an verschiedenen Tagen ausgeschieden wird, infolge mancherlei, 
teils auf der Hand liegender Ursachen stark wechselnd. 

Aus vielerlei Griinden wird gegenwirtig fast allgemein an- 
genommen, daB Fett als solches nicht oder kaum resorbiert wird. 
Unter der Annahme, daB der Aufnahme durch das Darmepithel 
eine vollstindige Spaltung des Fettes in Glycerin und Fettsiure 
vorangeht, haben wir nun in einfacher indirekter Weise eine 


3) J. chem. Soc. Lond. 79, 1191 (1901); Dissertation Hartman, Delft 


1925, S. 27. 
4) Verkade u. van der Lee, Biochemic. J. 28, 31 (1934). 
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Vergleichung der diacidogenen Higenschaften des gemischten 
Glycerids und des Gemisches der beiden einfachen Glyceride vor- 
nehmen kénnen. Ein etwaiger Unterschied in dem .Vermégen, 
Diacidurie zu bewirken, kann dann selbstverstiandlich nur be- 
griindet sein in einem Unterschied in der Geschwindigkeit, mit 
welcher im Verdauungskanal aus «-Lauro-f,y-diundecylin bzw. 
aus dem korrespondierenden Gemisch von Triundecylin und Tri- 
laurin Fettsiure, und zwar speziell Undecylsiiure — denn Laurin- 
siure ist so gut wie nicht diacidogen — in Freiheit gesetzt wird. 
Da in unserem Laboratorium umfangreiche Untersuchungen iiber 
die Pankreaslipase im Gange sind, haben wir nebenbei auch das 
Verhalten in vitro des gemischten Glycerids und des Gemisches 
der beiden einfachen Glyceride gegeniiber diesem Enzym unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen verglichen, in der Hoffnung, 
auf diese Weise Andeutungen iiber den Verlauf der Verseifung 
im Verdauungskanal zu erhalten. 


Behufs dieser Verseifungsversuche wurden reine Priparate 
von Trilaurin und Triundecylin durch Veresterung der reinen 
Fettsiure mit Glycerin nach Verkade, van der Lee und Fri. 
Meerburg'5) hergestellt; sie wurden schlieBlich aus Aceton 
krystallisiert. Auch das in §1 beschriebene Priparat von «-Lauro- 
f,y-diundecylin wurde durch Krystallisation aus diesem Lésungs- 
mittel noch weiter gereinigt. 

Kin Gemisch von Trilaurin und Triundecylin im Molekular- 
verhaltnis 1:2 wird bei Kérpertemperatur (etwa 37°) gerade vdllig 
fliissig; beiliufig sei bemerkt, daB bei Verabfolgung eines solchen 
ganz aufgeschmolzenen Gemisches an eine Versuchsperson von 
teilweiser Erstarrung im Kérper fraglos keine Rede sein wiirde. 
Vorsichtshalber haben wir unsere Verseifungsversuche jedoch 
bei 40° angestellt. Bei allen Versuchen wurde 0,4 Millimol. 
Triglycerid (= 1,2 Milliiquiv. Gesamtfettsiure) mit 25 ccm einer 
waBrigen Lésung (vgl. untenstehende Tabelle) in einer Stépsel- 
flasche von 50 ccm im Thermostat vorgewiirmt. Darauf wurde 
der Pankreasextrakt — eine wiBrige Verdiinnung 1:10 eines im 
Prinzip nach Willstatter®) bereiteten Extraktes von Pankreas- 
pulver mit 90°/,igem Glycerin — hinzugefiigt und das Flaschchen 
in den im Thermostat eingebauten Schiittelapparat gebracht. Am 
Ende der gewiinschten Schiittelzeit wurde die Verseifung durch 


5) Ree. Trav. chim. Pays-Bas 51, 850 (1932). 
®) Diese Z. 125, 150 (1928). 
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Zusatz von 75 ccm Alkohol sehr stark gehemmt und die gebildete 
Fettsiure durch Titration mit Natronlauge bestimmt. Selbst- 
verstandlich wurden alle Versuche einer Reihe gleichzeitig und 
daher unter voillig gleichen Umstinden angestellt; es wurden z. B. 
alle zu einer Messungsreihe gehérenden Flischchen in genau 
gleicher Weise geschiittelt. An anderer Stelle wird in anderem 
Zusammenhange die Ausfiihrung solcher Verseifungsversuche niher 
besprochen werden. 

Es wurden die folgenden 3 Messungsreihen vorgenommen; 
die Genauigkeit der Resultate betragt etwa 1°/, Fettsiure. 


Reihe I. 
WiaBbrige Lésung: 9cem (0,2 mol.-NaH,PO, + 0,2 n-NaCl) + 6 cem 0,2 mol.- 
Na,HPO,, auf 25 cem verdiinnt. 
Anfangs-py etwa 6,5. Pankreasextrakt 1 ccm. 


Indicator bei der Titration der Fettsiure Thymolphthalein. 























°/, Fettsiure, abgespalten in 

20 =| 645° | 90° 
a-Lauro-f, y-diundecylin. ...... 17 | 27 | 40 
Trilaurin + Triundecylin 1:2... . 14 26 | 39 


Reihe II. 
WaBrige Lésung: 15 cem (0,2 mol.-H,BO, + 0,05 n-NaCl) + 6 cem 0,05 mol.- 
Na,B,O, (Palitzsch), auf 25 cem verdiinnt. 
Anfangs-py, etwa 8,0. Pankreasextrakt 0,7 ccm. 


Titration der Fettsiiure nach Zusatz von Glycerin mit Phenolphthalein 
als Indicator. 























°/, Fettsiure, abgespalten in 
1b | 45" | 90 
a-Lauro-§, y-diundecylin. ...... 14 | 24 | 32 
Trilaurin + Triundecylin 1:2... . 13 25 | 34 


Reihe III. 
WiBrige Lésung: 10 ccm (0,2,mol.-H,BO, + 0,05 n-NaCl) + 6 cem 0,05 mol.- 
Na,B,O, (Palitzsch) + 1 Millimol. Natriumglycocholat, auf 25cem verdiinnt. 
Anfangs-py etwa 8,2. Pankreasextrakt 1ccm. Titration wie bei Reihe II. 




















°/, Fettsiure, abgespalten in 

10°) =6 | )6=— 40" | 80" 
a-Lauro-§,y-diundecylin. ...... 6 | 21 | 38 
Trilaurin + Triundecylin 1:2... . 4 22 37 
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Diese Versuche ergeben unzweideutig, daB sowohl in 
schwach saurem, als in schwach alkalischem Milieu, und 
im letzteren Falle mit und ohne Zusatz von Natrium- 
glycocholat, von einem Unterschied in der Brutto- 
geschwindigkeit, mit welcher durch Pankreasextrakt 
aus «-Lauro-f,y-diundecylin einerseits und dem Ge- 
misch von Trilaurin und Triundecylin andererseits Fett- 
siure abgespalten wird, nichts zu bemerken ist. Selbst- 
redend kénnte hier der Einwand erhoben werden, daB vielleicht 
in beiden Fallen nicht ein in gleicher Weise zusammengesetztes 
Gemisch von Laurinsiure und Undecylsiure (und deren Natrium- 
salzen) gebildet wird und die vorziigliche Ubereinstimmung der 
Ergebnisse unserer Verseifungsversuche deshalb eigentlich nur 
eine scheinbare ist. Aus verschiedenen, hier nicht ausfiihrlich 
zu erérternden Griinden kommt uns dies sehr unwahrscheinlich 
vor; zB. ist aus in diesem Laboratorium ausgefiihrten Unter- 
suchungen bekannt, daB Undecylsiure und Laurinsiure bzw. Natrium- 
undecylat und Natriumlaurinat unter den von uns gewihlten Ver- 
suchsbedingungen die Geschwindigkeit der Verseifung eines Tri- 
glycerids durch Pankreaslipase in verschiedenem MaBe beeinflussen. 


Ks iiberschreitet den Rahmen dieser Abhandlung hier zu ver- 
suchen, dieses merkwiirdige Resultat aus dem Reaktionsmechanismus 
zu erkliren. Aus den Untersuchungen iiber die Verseifung von Tri- 
acetin in wiBriger Lésung durch Kaliumhydroxyd‘) oder Salzsiure °) 
hat sich gezeigt, daB& die Estergruppen hier alle — wenigstens bei 
starker Anniherung — mit gleicher Geschwindigkeit verseift 
werden und daf die Verseifungsgeschwindigkeit einer bestimmten 
Estergruppe von dem Verseiftsein oder Nichtverseiftsein einer 
benachbarten Gruppe unabhangig ist; bei der Verseifung von in 
konzentrierter Schwefelsiure geléstem Trilaurin ist Treub®’) zum 
gleichen Resultat gekommen. Die einfachste Erklarung wire nun, 
da8 dies ebenfalls bei der Verseifung in heterogenem Milieu 
unter EinfluB von Pankreasextrakt zutrifft; bei unseren Versuchen 
wiirden dann sowohl die Undecanoylgruppen als die Lauryl- 
gruppen immer mit gleicher Geschwindigkeit abgespalten werden, 


7) Jul. Meyer, Z. physik. Chem. 67, 257 (1909). 

*) Jul. Meyer, Z. Elektrochem. 13, 485 (1907); Geitel, J. f. prakt. 
Chem. 63, 417 (1897); 57, 113 (1898); Yamasaki, J. amer. chem. Soc. 42, 
1455 (1920). 

*) J. Chim. physique 16, 107 (1918). 
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unabhingig von der Weise ihrer Bindung in einem einfachen oder 
in einem gemischten Glycerid. So einfach liegt jedoch die Sache 
bei diesen Emulsionen gewiB nicht?°). 

Es ist nun unseres Erachtens durchaus die Annahme ge- 
rechtfertigt, da8 auch im Verdauungskanal aus e-Lauro- 
8,y-diundecylin und aus dem Gemisch von Trilaurin 
und Triundecylin die beiden Fettsiuren in gleichem 
MaBe in Freiheit gestellt werden. Unter der oben ge- 
nannten Voraussetzung beziiglich der Resorption von Fett durch 
die Darmwand schlieBt dies jedoch in sich, daB beide 
Glyceride in gleich starkem MaBe Diacidurie herbei- 
zufiihren vermégen. 


Wir danken dem Hoogewerff-Fonds im Haag fiir die gewihrte 
Unterstiitzung bei der Ausfiihrung dieser Untersuchungen. 





1) Vgl. Treub, Proc. Kon. Akad. Wetensch. Amsterdam 20, 345 (1917); 
J. Chim. physique 16, 137 (1918). 
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Die Bewegung 
der Mineralstoffe zwischen Blutkérperchen und Plasma 
und die Grundformen der Permeation”), 
Von 
Heinrich Waelsch, Sigurd Kittel und Andreas Busztin. 
(Mit Unterstiitzung des Ministeriums fiir Gesundheitswesen 
und kérperliche Erziehung.) 


Mit 14 Figuren im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. April 1935.) 


In dieser Arbeit wird iiber die Bewegungen berichtet, die die 
Mineralstoffe des menschlichen Blutes wihrend der ersten Zeit 
nach der Entnahme zwischen Blutkérperchen und Plasma aus- 
fiihren. Unsere Versuche umfassen die Zeitspanne, nach der im 
allgemeinen das Serum nach Gerinnen des Blutes zur Bestimmung 
der Mineralstoffe herangezogen wird. Deshalb lassen unsere Versuche 
Aussagen iiber das Zustandekommen der Serumzusammensetzung 
und iiber die Beziehung der Plasmawerte zu den Serumwerten zu. 

Diese Untersuchungen wurden durch Versuche iiber die Wirkung der 
Narkotika auf die Permeabilitit der Blutkérperchen angeregt. Wir konnten 
vor kurzem durch Erfassung der Dehydrierungsvorgiinge im Gehirn narko- 
tisierter und ,,hypnotisierter“ Tiere eine allgemeine Anschauung iiber das 
Wesen tierischer Immobilisationen entwickeln'). Die Untersuchung des 
Blutes Narkotisierter im Vergleich zu Blut, dem Narkotika zugesetzt waren, 
schien die Méglichkeit zu bieten, durch die zeitliche Verfolgung der sich 
nach der Entnahme abspielenden Vorginge Einblick in die durch Narkose 
hervorgerufene Anderung der Permeabilitiét zu gewinnen. Es stellte sich 
aber bald heraus, da8 vorher die zeitliche Verfolgung der sich im normalen 
Blut nach der Entnahme abspielenden Vorgiinge stehen muBte. 

Wahrend der ersten Zeit nach der Entnahme des Blutes 
kommt es zu einem Ausgleich der Mineralstoffe zwischen Blut- 
kérperchen und Plasma im Sinne des Konzentrationsgefilles. 
Die Zusammensetzung der Blutkérperchen und des Plasmas kann 





*) Ein Teil der Ergebnisse wurde in der Sitzung des Vereins Deutscher 
Arzte in Prag (14. 12. 1934) und in der Sitzung der Wiener Biologischen 
Gesellschaft (18. 3. 1935) mitgeteilt. 
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aus den Angaben des Schrifttums nicht mit Sicherheit erschlossen 
werden, da fast durchwegs nur Analysen des Serums vorliegen, 
aus welchen unter Kinsetzung der Vollblutwerte und des gefundenen 
Blutkérperchenvolumens die Zusammensetzung der Blutkérperchen 


errechnet wurde. Abderhalden?) hat in groBen Ziigen die e 
mineralische Zusammensetzung des Blutes verschiedener Tiere } 
festgelegt. Es zeigt sich, daB das Blut des Menschen seiner Zu- 

sammensetzung nach in die Gruppe Pferd, Schwein, Kaninchen — 
gehért. Die Blutkérperchen dieser Tiere zeigen einen hohen " 
Kaliumgehalt und sind nach den Analysen Abderhaldens frei 

von Natrium. In die andere Gruppe gehéren Rind, Schaf, Hund > 


und Katze, deren Blutkérperchen neben geringeren Mengen Kalium 
eine betrichtliche Menge Natrium enthalten. ! 
Die folgende Tabelle zeigt die mineralische Zusammensetzung 4 
des menschlichen Volibluts, des Serums und der Blutkérperchen 
nach den Angaben der Literatur’), wobei, wie schon erwihnt, die 
Zusammensetzung der Blutkérperchen nicht bestimmt, sondern e 
berechnet wurde. 
Tabelle I. 


Gehalt des Vollbluts, des Serums und der Blutkérperchen an Mineralstoffen 
(der Literatur entnommene Werte). 























Vollblut Serum Blutkérperchen oi 
mg-°/, mg-°/, mg-°/, 7 
Calcium ..... 5,3—7,8 9—11 0—5 
Malttem...... 180—220 19 420 
Metelem ..... 180—220 320 0—100 
Magnesium... . 3,2 2,3 4—5 
ara 280 350—400 200—250 











Man sieht, da8 einem Serumspiegel von 9—11 mg-°/, Calcium 
ein Blutkérperchengehalt von O—5 mg-°/, gegeniibersteht, daB die 
Blutkérperchen annihernd 20mal mehr Kalium als das Serum 
enthalten, daB anderseits ein groBer NatriumiiberschuB im Serum 
bestimmt wird und beim Magnesium das Gleichgewicht zugunsten 
der Blutkérperchen verschoben ist. 

Nach unserer Fragestellung mu8te nun vor allem entschieden 
werden, ob die Serumwerte den Plasmawerten entsprechen, und 
ob die Zusammensetzung des Serums nicht das Ergebnis eines 
durch die Gerinnung unterbrochenen Ausgleichsvorgangs zwischen 
Blutkérperchen und Plasma ist. Weiter sollte der Mechanismus . 
dieses Ausgleichs untersucht werden. q 


POG ao Hi 8 
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Die Bewegung der Mineralstoffe zwischen Blutkérperchen usw. 929 


Zur Erfassung der Ausgleichsvorginge wurden aus einer gréBeren 
Blutmenge zu verschiedenen Zeitpunkten Proben entnommen und 
nach dem Zentrifugieren im Plasma Calcium, Kalium, Natrium, 
Magnesium und Chlor, in manchen Fallen auch Glucose und 
Koblensiure, quantitativ bestimmt. Dadurch wurde es méglich, 
in die zeitlichen Verschiebungen der Mineralstoffe zwischen Blut- 
kérperchen und Plasma Kinblick zu gewinnen. 


Methodik. Die Versuche wurden teils unter Heparinzusatz zum Blut 
ausgefiihrt, teils wurde das Blut in mit Paraffin oder Bernsteinlack aus- 
gegossenen GefiBen aufgefangen. Versuche unter Heparinzusatz*): In ein 
GefiB, das den hundertsten Teil der erwarteten Blutmenge an einer 1°/, 
Heparin enthaltenden physiologischen Kochsalzlésung enthielt, wurde das 
Blut direkt aus der Nadel, die in Venen der Ellenbeuge eingefiihrt war, 
eingelassen. Sofort nach EinflieBen des Blutes und Umschwenken des Ge- 
fiBes wurden ungefihr 10 cem in ein Zentrifugenréhrchen abgegossen und 
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde das Plasma abgehoben und 
fiir die Calcium-, Kalium-, Natrium-, Magnesium- und Chlorbestimmung 
verteilt. Nach einer bestimmten Zeit wurde nach Umschwenken wiederum 
Blut aus dem Gefai8 entnommen, zentrifugiert und dies einigemal in fest- 
gelegten und genau eingehaltenen Zeitabstiinden wiederholt, so daB Plasma 
zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Entnahme des Blutes zur Ver- 
fiigung stand. ' 

Ein Teil der Versuche wurde mit einer Zentrifuge mit 2000 Touren/ 
Minute ausgefiihrt, die 5 Minuten auslief, so daB das erste Plasma ungefihr 
15 Minuten nach Entnahme des Blutes abgehoben werden konnte. Die 
weiteren Plasmaproben wurden in Intervallen von 15—25 Minuten ge- 
wonnen. In einem anderen Teil der Versuche wurde mit 2 Zentrifugen 
mit 3000 Touren/Minute, die 2 Minuten ausliefen, gearbeitet, so daB das 
erste Plasma in der 5.—8. Minute zur Verfiigung stand und Intervalle von 
5 Minuten méglich waren. In den spiiter wiedergegebenen Kurven ist unter 
Zeitangabe immer der Zeitpunkt des Abhebens des Plasmas zu verstehen, 
obwohl die Zusammensetzung des Plasmas einem friiheren, wenn auch nicht 
genau bestimmbaren Zeitpunkt entspricht, da einerseits der Auslauf der 
Zentrifuge abgerechnet werden mu, anderseits immer nur die oberen 
Schichten des Plasmas abgehoben werden kénnen. Das Plasma wurde immer 
im ganzen abgehoben und dann erst auf die einzelnen Bestimmungen verteilt. 

Lat man das Blut in ein paraffiniertes Gefi8 einlaufen, so kommt 
es infolge des wiederholten Manipulierens und Umschwenkens bald zur Ge- 
rinnung. Deshalb empfiehlt es sich, das Blut von vornherein unter Verwerfung 
der ersten Kubikzentimeter in soviele paraffinierte Zentrifugenréhrchen ein- 
laufen zu lassen, als man Plasmaproben untersuchen will und immer knapp 
vor dem Zentrifugieren unter Verwendung eines Stopfens aus Paraffin um- 
zuschiitteln. So gelingt es leicht, eine gréBere Zahl von Plasmaproben zu 





*) Die Heparinlésung wurde an den Wiinden des GefiiBes verteilt, so daB 
die ersten Kubikzentimeter Blut nicht sofort mit der gesamten Heparinlésung 
in Beriihrung kamen. Unsere 1°/,ige Heparinlésung (Heparin Kahlbaum) ent- 
hielt 2,1 mg-°/, Calcium, das direkt mit Ammonoxalat fillbar war. 
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den verschiedenen Zeitpunkten zu gewinnen. Gute Dienste leisten auch 
mit Bernsteinlack ausgegossene GefiBe. Dabei wurden in Anlehnung an 
Lampert die verwendeten GefiBe mit einer Benzollésung geschmolzenen 
Bernsteins ausgegossen und das Benzol unter Anwendung langdauernden 
Vakuums vollkommen entfernt. 

Zu den gleichen Bestimmungen eines Versuches wurden immer die- 
selben nachgeeichten Pipetten verwendet. Die Pipetten wurden nach . 
Reinigung mit Chromschwefelsiure und Wasser mit Alkohol-Ather entfettet. : 

Die von uns benutzten Methoden zur Bestimmung der einzelnen a 
Mineralstoffe wurden erst nach den verschiedensten Kontrollbestimmungen 
in reinen Lésungen, Blut und Serum mit und ohne weiteren Zusatz des zu a 
bestimmenden Stoffes und Serien von Bestimmungen an dem gleichen Material | 
in Verwendung genommen. In der Mehrzahl wurden Doppelbestimmungen 
gemacht oder die Werte nach zwei verschiedenen Methoden bestimmt (Na, 
Mg). Zur Bestimmung von Mineralstoffen in groBen Serien ist wohl einige 
Ubung notwendig und es empfiehlt sich, so wie wir es getan haben, immer 
nach einigen Versuchen wiederum einige Kontrollbestimmungen zu machen. 
Wir haben besonderen Wert auf die relative Genauigkeit der Methoden 
legen miissen und geben in diesem Sinne auch die von uns als zulissig } 
erkannte obere Fehlerbreite an. \ 

Zur Kaliumbestimmung wurde das Plasma sofort in Platintiegel | 
pipettiert und im Sandbad vorsichtig getrocknet. Dann wurde der Platin- trad 
tiegel in einen Porzellantiegel, auf dessen Boden sich einige Porzellan- 
scherben befanden, eingestellt und bei beginnender Rotglut des Porzellan- & 
tiegels der Plasmariickstand bei bedecktem Tiegel verascht. Zur Verfliichtigung 
der Ammonsalze wurde der unbedeckte Tiegel nach Beendigung der Ver- 
aschung weitere 30 Minuten erhitzt. Die Asche wurde mit 2 n-Salzsiure 
befeuchtet und die iiberschiissige Siure im Sandbad wieder vertrieben. 
Der Riickstand wurde in 1,2 cem destilliertem Wasser (aus einer Biirette) 
gelést und 1ccm zur Kaliumbestimmung nach Kramer-Tisdall‘) verwendet. 
Ausgegangen wurde von 1cem Plasma und wenn méglich Doppelbestim- 
mungen ausgefiihrt (max. Fehlerbreite + 0,2 mg). 

Natrium. Methode nach Barrenscheen und Messiner®), wobei é 
die einzelnen Proben auch gegeneinander colorimetriert wurden. Methode 
nach Rourke®). Mehrzahl Doppelbestimmungen bzw. nach beiden 
Methoden (max. Fehlerbreite colorimetr. Methode 5 mg-°/,, titrimetr. 3 mg-°/,). 
Magnesium: Methode nach Bell, Doisy, Briggs’) oder nach der Oxy- "hf 
chinolinmethode*), Doppelbestimmungen oder Bestimmung nach beiden : 
Methoden (max. Fehlerbreite 0,06 mg-°/,. Calcium nach Kramer-Tisdall®) 
unter Verwendung von 1 ccm Plasma, durch direkte Fiillung mit Ammonoxalat 
(max. Fehlerbreite 0,2 mg-°/,). Chlor nach van Slyke”). Fiir die in zahl- 
reichen Fallen ausgefiihrten Vollblutbestimmungen wurde zur Bestimmung 
von Kalium und Natrium das Blut verascht (0,1 ccm), bei der Calcium- 
bestimmung nach Kramer-Tisdall vorgegangen. pm 

Das Blut verdanken wir zum grofen Teil der freundlichen Unter- 
stiitzung unserer I. Medizinischen, Dermatologischen und Gynikologischen 7? 
Klinik, zum Teil stellten sich Mitglieder des Instituts und Studenten zur 
Verfiigung. Im Anfang wurde immer frih niichtern entnommen. Spiiter 4 
stellte sich heraus, daB die Nahrungsaufnahme ohne EinfluB auf die prin- 
zipiellen Ergebnisse unserer Untersuchung war. 





Die Bewegung der Mineralstoffe zwischen Blutkérperchen usw. 3] 


Triigt man in ein Koordinatensystem als Abszisse den Zeitpunkt des 
Abhebens des Plasmas, als Ordinate den gefundenen Mineralstoffgehalt in 
mg-°/, ein, dann erhilt man die Mineralstoffkurven, die ein eindringliches 
Bild von den Bewegungen der Mineralstoffe zwischen Blutkérperchen und 
Plasma in der untersuchten Zeitspanne geben. Wir haben dabei den Gehalt 
der Plasmaproben an einem Mineralstoff in mg-°/, in willkiirlichem Mab- 
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stabe angegeben, da wir kein Urteil itiber die quantitative physiologische 
Bedeutung der Mineralstoffe im Organismus haben und die Wiedergabe in 
ae Aquivalenten nur den physikalisch-chemischen Eigenschaften gerecht wiirde. 
i? Calcium. In der oben wiedergegebenen Calciumkurve (Fig. 1), 


{ bei der das Plasma in der 20., 30., 45., 70., 92. und 110. Minute 
abgehoben wurde, sehen wir ein Kurvenbild, das wir mit wenigen 
‘ Abweichungen bei allen unseren Calciumkurven wiedergefunden 
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haben. Von anfanglich hohen Werten fallt der Calciumgehalt 
des Plasmas meist unter einer Schwankung nach einer Zeit von 
1—1'/, Stunden zu Werten, die wir im Serum zu finden gewoéhnt 
sind. Es kann daraus geschlossen werden, da wiihrend des 
Stehens des Blutes oder wihrend der Gerinnung das Calcium aus 
dem Plasma in die Blutkérperchen abwandert, und zwar bis zu 
einem Werte, den wir dann im Serum als den recht konstanten 
Calciumspiegel wiederfinden. Aber gegen alle Erwartung geht 
dieses Wandern in die Blutkérperchen nicht unter dem Bilde 
einer monotonen Kurve vor sich, sondern unter Schwankungen. 
Diese Schwankungen treten weitaus deutlicher in den 5 Minuten- 
kurven (Fig. 2) zutage, wo in einem kiirzeren Intervall mehrere 
Zeitpunkte erfaBt werden konnten. Wir kénnen nicht mit Sicher- 
heit sagen, daB wir mit der Wahl dieser Zeitintervalle schon ein 
richtiges Bild dieses bis jetzt noch nie beobachteten Phiinomens 
gegeben haben*). Immer wandert ein gréBerer Teil Calcium in 
die Blutkérperchen hinein, ein kleinerer heraus, so dab unter dem 
Bilde gedimpfter Schwingungen sich der Calciumspiegel des Serums 
einstellt**), Wir sind heute nicht im Besitz von Methoden, die 
uns in einem friheren Zeitpunkt als in der 5.—7. Minute das Ab- 
heben des Plasmas erlauben, wenn auch die Plasmazusammen- 
setzung einem fritheren Zeitpunkt entspricht, so daB wir iiber 
die Bewegungen des Minerals vor diesem Zeitpunkt auf Ver- 
mutungen angewiesen sind. Wir glauben, zum Teil auf Grund 
der spiter wiedergegebenen Modellversuche, annehmen zu diirfen, 
daB wir eine ganze Schwingung versiiumt haben oder daf der 
richtige Plasmawert im Niveau des héchsten gefundenen Calcium- 
wertes liegt. Diese wichtigen Befunde muften an Blut ohne 
jeden Zusatz erhirtet werden. Die Calciumkurve der Fig. 10 
zeigt die gleichen Verhiltnisse bei Verwendung von paraffinierten 
GefiBen. Weitere Beweiskraft kommt der Bestimmung des 
Calciums im Plasma zu einem bestimmten Zeitpunkt und dem 
Vergleich mit dem Calciumspiegel des Serums zu, wie wir es in 
Tab. IL getan haben. Hier wurde das Blut in paraffinierten 
Zentrifugenréhren aufgefangen. 


*) Man kann hier nicht etwa versuchen die Calciumkurve 1 in die 
5 Minutenkurve einzutragen. Beide Kurven wurden mit verschiedenen Zentri- 
fugen aufgenommen, auBerdem ist bei den Kurven die Lage der Maxima 
und Minima hiiufig zeitlich verschoben. 

**) Es sei bemerkt, da8 mit dem Ausdruck Hineinwandern hier wie 
auch spiter nicht vorweggenommen werden soll, ob die Mineralstoffe wirk- 
lich in oder nur an die Blutkérperchen wandern. 
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Tabelle II, 


Plasmacalcium und Serumcalcium (paraffinierte Gefife). 


Zeitpunkt des Abhebens des 

Plasmas nach der Entnahme ¢ 9 9 12 982 7 16 6 
in Minuten 

Plasma in mg-,.....-. 16 17,2 162 12,8 12,7 17,2 15,2 

Serum in mg-"/, — 101 101 100 91 11,2 — 


Wir kénnen also mit voller Sicherheit schlieBen: Zu Be- 
stimmungen des Calciumgehalts der Blutkérperchen sind Serum- 
bestimmungen nicht verwendbar. Es muB die Frage aufgeworfen 
werden, wie weit Serumbestimmungen eine Aussage iiber den 
wirklichen Calciumgehalt des Plasmas zulassen und Beziehungen 
zu physiologischen und pathologischen Prozessen aufdecken, bevor 
man unter Kontrolle der Vollblutuntersuchungen eine etwaige 
Verschiebung des Calciums zwischen Blutkérperchen und Plasma 
ausschlieBt. Dabei muB so eine Verschiebung nicht im Leben 
vorhanden gewesen sein, sie kann sich, wie aus unseren Kurven 
zu ersehen ist, zu jedem Zeitpunkt im entnommenen Blut ein- 


stellen*). 

Kramer und Tisdall®) haben durch Untersuchung des Serums und 
des Vollbluts unter Einsetzung des Blutkérperchenvolumens Beweise fiir 
Jalciumfreiheit der Blutkérperchen zu erbringen gesucht. Kine Einsetzung 
der Serumwerte zu solchen Berechnungen mul abgelehnt werden. Auf- 
fallend sind auch die niedrigen Vollblutcalciumwerte, die diese Autoren 
mitteilen. Sie finden 5,3—6,8 mg-°/, Calcium im Vollblut, Jansen") findet 
im Vollblut Werte von 6,86—8,82 mg-°/, Calcium. In den Untersuchungen 
von v. Gulacsy?*) und Schénberger’’) tiber den Calciumgehalt der roten 
Blutkérperchen, wobei die Autoren auch zu dem Schlusse des Freiseins 
der Blutkérperchen von Calcium kommen, sind Beobachtungen enthalten, 
die sich von unseren Ergebnissen aus verstehen lassen. Bei einem Voll- 
blutealeiumgehalt von 4—1,9 mg-°/, finden sie im Plasma Werte von 6,9 
bis 15,1 mg-°/, Calcium, woraus sie unter Einsetzung des Blutkérperchen- 
yolumens berechnen, da8 die Blutkérperchen frei von Calcium sind**), 


Unsere Vollblutbestimmungen, iiber die spiter im Zusammen- 
hang berichtet werden soll, ergaben 6,5—8,2 mg-°/, Calcium, bei 
40 nach unserer Versuchsanordnung aufgenommenen Calcium- 
kurven lagen die Maxima der Kurven zwischen 11,6 und 17,2 mg-°/,, 


*) Vel. z.B. Herzfeld, Lubowski u. Kriiger, Folia himatol. 41, 


73 (1930), Serumealcium in Alter und Jugend. 
**) Kin weiterer Hinweis auf die von uns geschilderten Verhiltnisse 


ist in einem Versuch von Stewart, Biochemic. J. 22, 548 (1928); Tab. I, 

Versuch 9 zu erblicken, wobei im Plasma 12,7 mg-°/, Calcium, im dazu- 

gehérigen Serum 11,30 mg-°/, gefunden werden. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIY. 


» 
o 
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woraus sich mit groBer Wahrscheinlichkeit auf ein weitgehendes 
Freisein der Blutkérperchen von Calcium schlieBen liBt. Diese 
Frage bedarf einer besonders genauen Priifung, da bei Calcium- 
freiheit der Blutkérperchen durch die von uns gezeigten Beziehungen 
zwischen Plasma und Serumwert wohl nur die Vollblutbestimmung 
verwertbare Werte geben diirfte. 

Kalium. Bei diesem Mineral sind wir durch gut iiberein- 
stimmende Analysen ausreichend iiber den Gehalt des Vollbluts, 
des Serums und der Blutkérperchen orientiert. Bei einem Voll- 
blutgehalt von 180—220 mg-°/, Kalium und einem Serumgehalt von 
19 mg-°/, (Streuung ungefahr von 16—30 mg-°/,) kann ein Blut- 
kérperchengehalt von annaihernd 420 mg-°/, berechnet werden. 

Ks ist lange bekannt und wird zur Sicherung einer genauen 
Kaliumbestimmung im Serum immer wieder hervorgehoben, daf 
der Plasma- bzw. Serumkaliumspiegel mit der Zeit bei entnom- 
menem Blut zunimmt?‘), das heiBt, das Kalium wandert im Sinne 
des starken Konzentrationsgefilles aus den Blutkérperchen in die 
Blutfliissigkeit hinaus. Neben dieser Tatsache, die wir wieder bei 
allen unseren Kaliumkurven bestitigen konnten, finden wir auch 
beim Kalium, daB seine Bewegung nicht in einer monotonen Kurve 
sondern unter Schwankungen verliuft. In Fig. 3 konnten zwei 
Schwankungen erfaBt werden, in den Kurven mit 5 Minuten-Inter- 
vallen (Fig. 4) wurden in 50 Minuten 4 Schwankungen aufgefunden. 
Die gleichen Ergebnisse bieten die Versuche unter Verwendung 
paraffinierter oder mit Bernsteinlack ausgegossener GefiBe. In 
den Kaliumkurven von Fig. 3 liegen die Endpunkte der Kurven 
héher als die Anfangspunkte, was aber nicht den Sinn des Konzen- 
trationsgefiilles wiedergibt, sondern die Folge der Zeitwahl ist. 
Bei einem andern Zeitpunkt hitten wir leicht einen tieferliegenden 
Endpunkt erhalten kénnen. Hingegen zeigt wiederum die Gesamt- 
tendenz der Kurve — man verbinde etwa die Maxima der 
Schwankungen — das deutliche Ansteigen des Kaliumspiegels 
mit der Zeit. 

Man kann auch beim Kalium wie beim Calcium versuchen, 
sich eine Vorstellung iiber die vor dem ersten Zeitpunkt bis 
zur Entnahme sich abspielenden Vorgiinge zu bilden. Anscheinend 
wird bei der ersten Entnahme in der 5. Minute eine halbe 
Schwankung versiiumt. Macht man die Annahme, daB der Kalium- 
spiegel bei der Entnahme in der Nahe der tiefsten Punkte der 
Kurve liegt, so kommt man bei Vergleich von 11 Blutkurven bei 
gesunden jungen Miannern (23—30 Jahre) zu dem SchluB, dab 
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der Kaliumspiegel des Plasmas bei der Entnahme zwischen 10 bis 
15 mg-°/, liegen diirfte. Die Minima der 11 Kurven lagen zwischen 
9,5 und 20,5 mg-°/,, wobei 8 Werte unter 16 mg-°/, lagen. Solche 
Uberlegungen werden durch die itiberwiegende Bedeutung des Zeit- 
faktors wesentlich in ihrer Giiltigkeit beschriinkt, da man ja aus 
den Kurven sieht, daB bei dem starken Gefille kleine Zeitinter- 
valle starke Unterschiede geben miissen. Es kann aber geschlossen 
werden, daB nur der Kaliumgehalt des Vollbluts und vielleicht 
der Blutkérperchen mit annihernder Genauigkeit bestimmt 
werden kann. 

Natrium. Das Natrium unterliegt im Blut den gleichen 
Gesetzen wie das Calcium. Ks wandert unter Schwankungen in 
die Blutkérperchen hinein (Fig. 3 u. 4). Bei dem hohen Spiegel 
des Natriums machen diese Schwankungen einen wesentlich 
kleineren Anteil als bei den anderen Mineralstoffen aus. Der 
Natriumgehalt des Serums liegt nach iibereinstimmenden Analysen 
um 320 mg-°/,, der Vollblutgehalt zwischen 180—220 mg-°/,. 
Unter der Annahme eines mittleren Blutkérperchenvolumens von 
45—50°/, ergibt sich im Serum ein Defizit von 10—120 mg-°/, 
Natrium, die sich in den Blutkérperchen befinden miibten. Es 
ist deshalb von Interesse, die héchsten Punkte unserer Natrium- 
kuryen zusammenfassend zu beurteilen. Bei 12 Natriumkurven, 
sewonnen am Blute junger gesunder Manner, wurden in der Zeit 
zwischen der 10. und 50. Minute die Maxima zwischen 405 und 
353 mg-°/, Natrium gefunden. Davon lagen 9 Werte zwischen 
365 und 385 mg-°/,. Es sei wiederum betont, daB wir eben auf 
Grund der Schwankungen nicht sicher wissen, ob wir auch den 
héchsten Punkt der Kurven miterfaBt haben. 7 Kurven wurden 
unter Verwendung von Heparin, 5 unter Verwendung von paraffi- 
nierten GefiBen gewonnen. Bei 7 Kurven konnte der Endwert 
in der 180. Minute bestimmt werden. Wir fanden Werte zwischen 
310—345 mg-°/,, die also schon in der Héhe des Serumspiegels 
lagen. Wir kénnen schlieBen, daB wihrend des Stehens oder des 
Gerinnens des Blutes 30—100 mg-°/, Natrium in die Blutkérper- 
chen hineinwandern, ein Wert, der in guter Ubereinstimmung mit 
dem oben berechneten Natriumdefizit des Serums steht. Weiter 
kann angenommen werden, da8 in Ubereinstimmung mit friiheren 
Befunden die Blutkérperchen des Menschen frei von Natrium 
sind’), Es wire also beim Natrium ebenso wie beim Calcium 
zu erwigen, die Bestimmung im Plasma durch die im Vollblut 


zu ersetzen. 
3* 
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Magnesium. Nach den Angaben der Literatur betriigt der 
Magnesiumgehalt des Vollbluts um 3,2 mg-°/,, der des Serums 
2,3 mg-°/,*). Daraus kann ein Magnesiumgehalt der Blutkérper- 
chen von 4—95 mg-°/, berechnet werden. Der Erwartung gemib 
wandert wihrend des Stehens des Blutes Magnesium aus den 
Blutkérperchen ins Plasma (Fig. 3), aber wiederum unter Schwan- 
kungen. Man wird schlieBen diirfen, daf der Magnesiumgehalt 
des Plasmas bei der Entnahme des Blutes zwischen 1—1,5 mg-°/, 
liegt. Die Blutkérperchen enthalten dementsprechend mehr 
Magnesium, als sich heute aus den Analysen des Serums und 
des Vollbluts berechnen 1iBt. 

Chlor. Der Chlorgehalt des Serums betrigt im Durchschnitt 
360—380 mg-°/,, der des Vollbluts 280 mg-°/,. In der 14. Minute 
nach der Entnahme des Blutes liegt der Chlorspiegel des Plasmas 
in unseren Kurven an der oberen Grenze des angegebenen Serum- 
wertes (zwischen 370—380 mg-°/,). Die nach 2 Stunden im Plasma 
gefundenen Werte liegen bei den von uns gewihlten Bedingungen 
(Stauung, Heparinzusatz) bald héher, bald niedriger als die An- 
fangswerte, so daf wir in dieser Zeit nicht gesetzmiBig ein Aus- 
wandern des Chlors aus den Blutkérperchen auffinden konnten. 
Mit diesen Befunden stehen wir in Ubereinstimmung mit den 
Angaben von Hégler und Uberrack?) und von Bottin!), die 
keinen wesentlichen EinfluB des Zusatzes eines gerinnungs- 
hemmenden Mittels auf den Chlorgehalt des Plasmas feststellen 
konnten. In der tiberwiegenden Zahl der Chlorkurven finden wir 
um die erste Stunde nach der Entnahme des Blutes das Maximum 
des Chlorgehalts (um 400 mg-°/,). Die Schwankungen des Chlors 
sind vorhanden, sie sind aber nicht so deutlich ausgeprigt 
wie bei den Metallen, denn die Bewegungen des Chlors unter- 
liegen im Hlute verschiedenen Einfliissen von zum Teil ent- 
gegengesetzter Wirkung, wie der Anderung der Kohlensiure- 
spannung und den Bewegungen des Natriums. In einigen 
orientierenden Versuchen wurde auch die Gesamtkohlensiure 
des Heparinplasmas in den ersten 2 Stunden verfolgt, wobei 


eine Abnahme von 6—10°/, gefunden wurde. Infolgedessen 


sollte der Chlorgehalt des Plasmas wiihrend des Stehens des 
Blutes zunehmen. Dieser Verschiebung entgegen wirkt aber 
wohl die Chlorbewegung, die gemeinsam mit der Wanderung 
des Natriums in die Blutkérperchen abliiuft, so daB es ver- 
stiindlich wird, daf die Bewegungen des Chlors kein villig 
klares Bild bieten. 





1 
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Die gegenseitigen Beziehungen der Blutkurven. 


Im folgenden Abschnitt soll berichtet werden, inwieweit die 
yon uns erhobenen Bewegungen der Mineralstoffe und ihre 
Schwankungen Beziehungen einer Gleich- oder Gegensinnigkeit 
untereinander zeigen. Auf der Suche nach derartigen Beziehungen 
muBte [wie auch aus den wiedergegebenen Kurvenbildern (III, IV) 
zu sehen ist], vor allem die Gegensiitzlichkeit der Kalium—Natrium- 
kurven auffallen. Wo ein vorliufiges Maximum der Kaliumkurve 
ist, liegt ein vorliiufiges Minimum der Natriumkurve. In der 
Tab. IIL sind die Kalium- und Natriumwerte von Kurven, die an 
dem Blut von 10 gesunden und erkrankten Menschen aufgenommen 
wurden, wiedergegeben. Die Gegensitzlichkeit oder Gleichsinnig- 
keit der danach zu ziehenden Kurventeile ist im Falle der Gleich- 
sinnigkeit durch das Zeichen , im Falle der Gegensinnigkeit 
durch das Zeichen > vermerkt. Es sind die Zeiten, zu denen 
die einzelnen Plasmaproben untersucht wurden, nicht bei allen 
Kurven gleich. Fiir den Zweck, den wir mit den Angaben der 


Tabelle III. 


Kalium-Natriumantagonismus. 








- Pl - A 
Kurve} 1 2 3 4 5 6 Bemerkungen 
probe 

1 K 24,8 ,22,1., 23,9 —, 21,0 _, 22,3 _, 22,5 Lues 
Na 380 ~ 374 “* 369 ” < 394 “. 869 “~* 368 

2 K 21,0 ,, 24,6 ., 21,9 22,0 20,9. 25,1 | Lues 
Na | 402 “321 “391 7 413 7 396 “ 385 

3 K 24,1 vy, 18,8 Va 15, 3 uy 16,9 —, 20,8 _, 18,7 Gonorrhée 
Na 364 “> 386 342 % 319 ~ 275 “~~ 297 

4 K 26,9 _, 25,0 _, 25,3 _, 22,2 _, 22,6 _, 23,5 | Carcinom 
: pen iy Goes. M4 
Na | 330 “368 “335 “357 “351 ~ 346 

5 K 15,9 ., 17,5 -, 12,9 16,6 Normal 
Na 329 “S274 “305 7 335 

6 K 14,7 _, 18,2 ”, 17,9 SY 20,6 18,6 Normal 
Na 871 “S63 “*‘ 379 “* 346 346 

7 K 8,1.,19,1 » 1,3 yy, 16,6 —, 20,1 —, 13,6 Anim. pernie. 
Na | 366 “330 7 818 7 330 “306 “330 

8 K 16,0 _, 20,3 ., 14,1 ,, 18,4 , 20,6 Normal 
Na 878 “* 353 ° x 384 it 329 4 354 

9 K 24,5 10,5 _, 22,0 ., 16,0 , 23,5 Carcinom 
Na |, 365 7 320 “315 * 340 “ 315 

10 K 15,7, 19,1 ., 20,3 , 20,8 ., 22,5. 20,8 | Normal 
Na 366 “ 385 “* 330 ¢ “373 “< 373 306 
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Tabelle verfolgen, ist aber nicht wesentlich, ob die Zeiten in 
allen Kurven iibereinstimmen. Es ist auBerdem aus der Tabelle 
zu ersehen, inwieweit die gefundenen Schwankungen von der Zeit- 
wahl abhiingen, und daf es immer wieder vorkommen mu, dab 
durch die zufillige Zeitwahl Maxima oder Minima nicht mit- 
erfaBt werden. Es sind in der Tabelle alle Werte auf Gleich- 
oder Gegensinnigkeit untersucht, wenn auch manchmal die Diffe- 
renz zwischen zwei folgenden Werten die Fehlergrenze der 
Methodik zu erreichen scheint. Bei einem gréBeren Material 
kann aber dadurch das Ergebnis nicht verfiilscht werden. 

Wir finden 44 verwertbare Kurventeile und davon 33 mal 
Gegensitzlichkeit, d. i. 75°/,. Bedenkt man, daB die Auffindung 
deutlicher Schwankungen an eine willkiirliche Zeitwahl gebunden 
ist, dann stellen die 70—80°/, Gegensiitzlichkeit, die sich nicht 
nur in den wiedergegebenen Kurven, sondern auch bei einer 
weiteren Zahl von gesunden und erkrankten Menschen auffinden 
lieBen, eine weitgehende Gegensiitzlichkeit dar. 

Es war natiirlich auch bei anderen Kurvenpaaren von Inter- 
esse, auf Beziehungen der Gleich- oder Gegensinnigkeit zu achten, 
vorderhand konnten aber noch nicht ausgesprochene GesetzmiBig- 
keiten wie beim Kalium—Natriumpaar gefunden werden. So wurde 
bei 35 Natrium—Chlorkurventeilen 17 Mal Gegensitzlichkeit ge- 
funden, d. i. 48°/,. Bei der Natrium--Chlorwanderung wire eine 
ausgesprochenere Gleichsinnigkeit zu erwarten, die sich, wie 
weitere Versuche zeigten, auch bei Vermeidung des Entweichens 
der Kohlensiure durch Uberschichten mit fliissigem Paraffin ein- 
zustellen scheint. Bei 28 Magnesium—Calciumkurventeilen fanden 
wir 14 Mal Gegensiitzlichkeit, d.i. 50°/,, also auch hier keine 
ausgesprochenen Beziehungen, was zum Teil daran liegen mag, 
daB diese Mineralstoffe in verschiedenen Formen im Plasma vor- 
handen sind. 


Befunde bei Krankheiten. 


Im Verlauf unserer Arbeit stellten sich bei der Untersuchung des Blutes 
bei bestimmten Erkrankungen Abweichungen von den uns typisch erscheinen- 
den Kigenschaften der Mineralstoffkurven, wie wir sie bei Gesunden 
und einer Zahl yon Kranken gefunden hatten, heraus. Diese Befunde 
miissen noch als vorliufig angesehen werden, da das Material noch zu klein 
ist, um mehr als die Richtung anzugeben, in der die Verinderungen gesucht 
werden miissen. 

Die Abweichungen, die wir bei zwei Krankheiten, beim Diabetes und 
beim Carcinom, finden konnten, betreffen 2 verschiedene Eigenschaften der 
Kuryen, beim Diabetes den Kalium-Natriumantagonismus, beim Carcinom den 
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Verlauf der Kaliumkurve. Im vorhergehenden Abschnitt wurde gezeigt, 
daB bei Gesunden und einer groBen Zahl von Erkrankten eine aus- 
gesprochene Gegensitzlichkeit der Kalium-Natriumkurven besteht, die sich 
nicht auf den aus dem Konzentrationsgefille herzuleitenden Wanderungs- 
sinn, sondern auf die Schwankungen bezieht. Wir haben aus den in Tab. III 
wiedergegebenen Daten eine Gegensitzlichkeit von 75°/, berechnet. Bei 
den in Fig. 5 u. 6 wiedergegebenen Blutkurven zweier Diabetiker sieht 
man sofort, daB die Gegensinnigkeit der Schwankungen des Kaliums und 
Natriums in eine Gleichsinnigkeit tibergegangen ist. Fiir unsere Versuche 
wurden frisch aufgenommene, unbehandelte Diabetiker (I. Mediz. Klinik 
Prof. R. Schmidt) verwendet. 

In der folgenden Tabelle haben wir ebenso wie bei Tab. III die Werte 
der einzelnen Plasmaproben, bestimmt an dem Blut von 4 unbehandelten 
Diabetikern, wiedergegeben und die Beziehungen der Kurventeile zu- 
einander durch * oder / bezeichnet. 
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Fig. 5. Diabetes. N. 70a. Q Fig. 6. Diabetes. S. 30a. ot 
Sahli: 94. R.B.K.: 3,76. Sahli: 100. R.B.K.: 5,10. 
Blutz.: 219. Hiim.: 51. Blutz.: 190. 


Tabelle IV. 


Darstellung der Kalium-Natriumkurven aus dem Blute von 4 Diabetikern. 














Kurve | Plasmaprobe 1 2 3 + 5 6 
1 K 20,2 ,19,5 21,6 18,5 ,19,7 
Na 304 7 270 7 315 7 281 “ 303 
2 K 18,2 ,19,3 ,21,3 , 18,8 
Na 286 7 318 7 366 7% 341 
3 K 24,4 22,2 23,5 19,4 19,1 7 25,2 
Na 3866 7 354 384 “7 366 7 296 7 318 
4 K 28,1 23,2 , 28,5 ,27,1 27,4. 27,8 
Na 324 7 319 7 343 7 335 7 339 ~ 308 








Unter 16 Kalium-Natriumkurvenpaaren finden wir einmal Gegensiitz- 
lichkeit, d.i. 7°/,, also ein bemerkenswertes Abweichen von den bei Ge- 
sunden und Erkrankten berechneten 70—80°/, Gegensiitzlichkeit. Die Auf- 
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hebung des Kalium-Natriumantagonismus bei der Bewegung der Mineral- 
stoffe im Blut von Diabetikern ist vorderhand der auffallendste Befund, 
der an Diabetikerblut erhoben werden konnte. Es scheinen aber auch die 
Calcium- und Magnesiumkurve einen, wenn auch noch nicht genauer fest- 
legbaren abweichenden Verlauf von der Norm zu bieten. 

Nach den von uns aufgenommenen Kaliumkurven mit gréBeren Zeit- 
intervallen und mit Intervallen von 5 Minuten erfassen wir mit der Be- 
stimmung des Kaliumspiegels in der 14. und 31. Minute im allgemeinen 
einen Kurventeil mit steigender Tendenz (Fig. 3, Tab. III, Kurve 5, 6, 7, 8, 10). 
Fallt dieser Kurventeil ab, so ist die Neigung nicht groB und der niichste 
Kurventeil yon der 31.—52. Minute zeigt schon deutlich steigende Tendenz. 
In Fig. 7 u. 8 geben wir die Kalium- und Natriumkurven zweier Carcinome 
(Bronchus-, Genitalea.) wieder. Die Kaliumkurve fillt in den ersten Zeit- 
intervallen stark ab, um erst nach der 73. Minute in Schwankungen im 
Sinne des Konzentrationsgefilles umzukehren. Geht der Abfall der Kalium- 
kurve nicht iiber mehrere Zeitabschnitte, dann ist er im ersten Abschnitt 
besonders stark (Tab. III, Kurve 9) ausgesprochen. 
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Wir miissen daraus schlieBen, daB das Kalium im Blut von carcinom- 
tragenden Menschen in einem Teil der Fiille in der ersten Zeit nach Ent- 
nahme des Blutes in die Blutkérperchen hineinwandert. Untersucht man 
den ersten Zeitabschnitt in 5-Minutenintervallen, so findet man, daB sich 
dieses Hineinwandern auch unter Schwankungen vollzieht. Die oben be- 
sprochenen Abweichungen von den typischen Kaliumkurven haben wir 
11mal bei 18 untersuchten Carcinomen auffinden kénnen. 

Ebenso wie beim Diabetes sind unsere Befunde beim Carcinom 
als vorliufig zu betrachten und ein abschliebendes Ergebnis nach Unter- 
suchung eines viel gréBeren Materials abzuwarten. In diesem Zusammen- 
hang sei an die Untersuchung von Links'’) erinnert, der aus dem Kalium- 
und Magnesiumgehalt mehrerer wihrend der Gerinnung abgepreBter Serum- 
proben mit sehr verfeinerter Methodik eine Carcinomdiagnostik ausarbeiten 
konnte. Es besteht kein Zweifel, daB die Méglichkeit dieser Methode auf 
die von uns nachgewiesenen Schwankungen zuriickgeht. Es ist bemerkens- 
wert, dab sich diese Schwankungen noch in der Serumzusammensetzung 
wihrend der Gerinnung ausdriicken, wenn sie auch, wie man wohl annehmen 
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kann, wesentlich geringer als die von uns im Plasma gefundenen sein 
diirften. Deshalb wird die Untersuchung des Plasmas auch hier viel stiirkere 


Ausschlige geben. 


Versuche ohne Heparin und unter Vermeidung des Entweichens 
der Kohlensaure. 


Bei den in den vorhergehenden Abschnitten mitgeteilten Ver- 
suchen wurde das Blut unter Stauung entnommen, Heparin zu- 
gesetzt und das Entweichen der Kohlensiiure nicht verhindert. 

Man weib, daB durch allzu starke Stauung Chlor aus dem 
Plasma in die Blutkérperchen'’), wenn auch nur in einem ge- 
ringen AusmaBe, verschoben wird. Deshalb haben wir, so weit 
es bei der gewiinschten Blutmenge méglich war, eine allzu starke 
Stauung vermieden und womdglich nur im Anfang beim Kinstechen 
der Nadel stirker gestaut. 

Zur Vermeidung des Antikoagulans haben wir das Blut, wie 
im methodischen Teil beschrieben, in paraffinierten oder mit Bern- 
steinlack ausgegossenen GefiiBen aufgefangen. Bei dieser Ver- 
suchsanordnung, ebenso wie bei dem Uberschichten des Blutes 
mit fliissigem Paraffin, waren unsere Ergebnisse in 2facher Hin- 
sicht zu priifen, einerseits ob die absolute Héhe des Mineral- 
stofispiegels wiedergefunden wird, anderseits ob sich die Bewegung 
der Mineralstoffe wiederum unter Schwankungen vollzieht. In 
Tab. II haben wir schon die héchsten Punkte von Caiciumkurven 
wiedergegeben, wobei das Blut in paraffinierten GefiBen auf- 
gefangen wurde. Man sieht, daB sich auch hier wiederum Werte 
finden, die alle itiber dem Serumspiegel liegen. In Fig. 9 sind 
die Kalium-, Natrium- und Calciumkurven eines Blutes mit kurzen 
Zeitintervallen aufgenommen, wobei das Blut in paraffinierten Ge- 
faiBen aufgefangen wurde. Die untersuchten Mineralstoffe fiihren 
ihre Bewegungen ebenso wie bei Zusatz von Heparin unter starken 
Schwankungen aus. Bei der Natriumkurve ist die Bedeutung des 
Zeitfaktors bei unseren Untersuchungen besonders deutlich zu 
sehen, denn zwischen der 16. und 21. Minute haben wir anscheinend 
gerade ein Maximum abgeschnitten. 

Kine groBe Zahl weiterer Kurven lehrt uns ebenso, daS durch 
den Zusatz von Heparin an unseren Befunden nichts Wesentliches 
geindert wird. Wir kénnen allerdings trotz der schon vorliegenden 
420 Kurven nicht aussagen, ob die Schwankungen, die an Blut, 
das in paraffinierten GefiBen aufgefangen wurde, aufgenommen 
wurden, etwa schneller oder langsamer vor sich gehen als in mit 
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Heparin versetztem Blut. Der Zusatz von Heparin scheint keinen 
einschneidenden EinfluB auf die Mineralstoffbewegungen im iiber- 
lebenden Blut zu haben. 

Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit den Angaben von 
Hégler und Uberack”™), Bottin"), Stewart und Gaebler”) u.a., 
wonach der Zusatz von dem Tierkérper eigenen gerinnungshemmenden 
Substanzen wie Heparin oder Hirudin, einen viel geringeren EinfluB auf 
die Verteilung der einzelnen Bestandteile des Blutes auf Blutkérperchen 
und Plasma hat, als der Zusatz von Citrat oder Oxalat. 

In einem weiteren Teil der Versuche wurde das Blut unter 
fliissigem Paraffin bei Zusatz von Heparin aufgefangen und auch 
die einzelnen Blutproben unter Paraffin zentrifugiert. Fig. 10 
gibt die an einem derartig behandelten Blut aufgenommenen Kurven 


wieder. 
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Fig. 9. Ohne Heparin. Fig. 10. Unter Paraffin. 


Das Entweichen der Kohlensiiure scheint also nicht von 
wesentlicher Bedeutung fiir die Bewegung der Mineralstoffe zu 
sein, woran man in der Annahme denken kénnte, daB es als 
auslésender Faktor besonders in Betracht kime. Nur die Be- 
wegung des Chlors bietet ein einheitlicheres Bild. Wir finden, 
daB der nach 2 Stunden bestimmte Wert um ein Geringes 
niedriger zu liegen pflegt als der Anfangswert. Dies ist dadurch 
zu erkliiren, daB bei dieser Versuchsanordnung der Einflu8 der 
Natriumbewegung bei der Chlorwanderung deutlich zum Ausdruck 
kommt. 


Versuche zur Aufklarung der Schwankungen und Modellversuche. 
Wiihrend, wie in der zusammenfassenden Betrachtung gezeigt werden 
wird, sowohl die allgemeine Tendenz der Wanderung der Mineralstoffe im 
Sinne des Konzentrationsgefiilles, wie auch die aufgefundene Gegensitzlich- 
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keit der Schwankungen im Zusammenhang mit schon entwickelten Vor- 
stellungen dem Verstiindnis niher gebracht werden kénnen, schienen der 
Erklirang der, soweit uns bekannt, noch nie beobachteten Schwankungen 
keine Anhaltspunkte geboten zu w erden. Ohne Auffindung von Modellen 
war auch der Vergleich mit rhythmischen Erscheinungen, wie Liesegang- 
schen Ringen usw., nicht médglich. 

Zuerst haben wir untersucht, ob das Auftreten von Schwankungen 
nur an die Anwesenheit der Blutkérperchen gebunden ist. 

Das Blut wurde sofort nach der Entnahme zentrifugiert, das Plasma 
abgehoben und durch die gleiche Menge isotonischer Kochsalzlésung er- 
setzt. Nun wurde die Wanderung des Natriums und des Kaliums ebenso 
wie bei Verwendung von gewoéhnlichem Blute zeitlich verfolgt (Fig. 11). 

Der wiedergegebene Versuch zeigt, daB sowohl das Kalium aus den 
Blutkérperchen in die Kochsalzlésung, als auch das Natrium der Kochsalz- 
lésung in die Blutkérperchen unter starken Schwankungen wandert. 
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Fig. 11. Kochsalzversuch. Fig. 12. Temperaturversuch. 


Weiter wurde die Temperaturabhingigkeit der Schwankungen unter- 
sucht, um zu entscheiden, ob chemisch-fermentative Vorgiinge von wesent- 
licher Bedeutung fiir das Auftreten von Schwankungen seien. 

Das Blut wurde sofort nach der Entnahme in 2 Teile geteilt, 1 Teil 
bei 18°, der andere bei 37° aufbewahrt und die einzelnen Blutproben immer 
bei der Versuchstemperatur zentrifugiert. 

Aus Fig. 12 ist zu ersehen, daB die Schwankungen, die an dem bei 

° gehaltenen Blut aufgenommen wurden, nur eine geringe Verstirkung 
gegeniiber den bei 18° aufgenommenen zeigen, so daB hier auf reine 
Diffusionsvyorgiinge geschlossen werden miiBte. Fiir die Chlorpermeabilitit 
der Erythrozyten Sem Ege) hingegen das Vorwiegen chemischer Vor- 
giinge in der Abhingigkeit von der Temperatur wahrscheinlich machen. 
Es wird sich wohl auch beim Blut, wie bei den meisten Versuchsobjekten, 
um ein Ineinandergreifen von Diffusionsvorgingen und chemischen Pro- 
zessen handeln®#}), 

Wir dachten nun, durch schrittweisen Aufbau eines Modells mit den 
osmotischen und elektrischen Eigenschaften des Systems Blutkérperchen- 
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Plasma einmal das Auftreten von Schwankungen finden zu kénnen. Die 
ersten Versuche wurden folgendermafen angestellt: In ein Becherglas von 
geeigneten MaBen wurden 350ccm einer 6 °/, igen Gelatinelésung*) in 0,4 °/,ige 
Kaliumlésung (als Kaliumchlorid) eingefiillt. In die Gelatinelésung wurde 
ein breiter Glaszylinder eingesenkt, der an dem versenkten Ende mit einer 
Fischblasenmembran verschlossen war. In den Zylinder wurden 140 cem 
0,9°/,ige Natriumchloridlésung eingefiillt, die 20 mg-°/, Calcium als Calcium- 
chlorid enthielt. Die MaBe der GefiiBbe und die Mengen der Fliissigkeiten 
waren so gewihlt, daB AuBen- und Innenlésung das gleiche Niveau hatten. 
Die Innenfliissigkeit wurde mit einem mechanischen Riihrer lebhaft geriihrt. 
Versuchstemperatur 37° Alle 5 Minuten entnahmen wir aus der Innen- 
fliissigkeit 1 cem zur Bestimmung des Calciumgehalts, alle 2 Minuten 1 ccm 
mg % 
K [Cs , ares | T ee a ee en Oe 
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Fig. 13. Modellversuch I. 


zur Bestimmung des Kaliumgehalts. In Fig. 13 sind nun die Ergebnisse 
des Versuchs wiedergegeben, wobei wiederum auf der Ordinate die Milli- 
grammprozent Kalium oder Calcium, auf der Abszisse die Zeit verzeichnet sind. 

Das Calcium wandert bei den yon uns gewiihlten Zeitintervallen yon 
Anfang an unter starken Schwankungen aus der Kochsalzlésung hinaus. 
Nicht erfabt wurde bei diesem Versuch die anfiingliche starke Verringerung 
des Calciumgehaltes in den ersten 5 Minuten von 20 auf 15 mg-°/,. Es 
fiihrt aber bei seiner Bewegung so starke Schwankungen aus, daB die 
Maxima nahe an den Anfangswert heranreichen. Der Kaliumgehalt der 
Innenlésung nimmt wihrend der ersten 30 Minuten annihernd monoton zu. 
Erst dann finden wir das Auftreten starker Schwankungen, die auferhalb 
der Fehlergrenze der Methodik liegen. 


Wir méchten aus der groBen Zahl unserer Modellversuche, die andern 
Ortes ausfiihrlicher wiedergegeben werden sollen, noch einen zweiten mit- 
teilen, bei dem wir die Membran ausgeschaltet haben. 


*) Nach friiheren Erfahrungen ist eine 6°/,ige Lésung unserer Gelatine 
mit dem Lésungsmittel im weitgehenden Quellungsgleichgewicht. 
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In ein Becherglas wurde die gleiche Gelatinelésung wie in Versuch 1 
eingefiillt, iiber Nacht im Eisschrank belassen und vor dem Versuch der 
Ausgleich auf Zimmertemperatur abgewartet. Auf diese Gelatinekuppe 
wurde wiederum die 0,9°/, ige Natriumchloridlésung geschichtet, die 20mg-°/, 
Calcium als Calciumchlorid enthielt. Die iiberschichtete Lésung wurde leb- 
haft geriihrt. Zur Calcium- und Kaliumbestimmung entnahmen wir alle 
3 Minuten 2ccm. Die Entnahmen wurden aber nicht mit Versuchsanfang 
begonnen, sondern 60 Minuten spiter, um einen Ausgleich des Konzen- 
trationsgefiilles zu erreichen (Fig. 14). 

Wiihrend die Bewegung des Calciums von Anfang unter Schwankungen 
yor sich geht, haben wir beim Kalium in den ersten 30 Minuten wiederum 
noch einen Teil des monotonen Verlaufs, der auf das stiirkere Konzen- 
trationsgefille zuriickgeht, miterfaBt. Dann beginnt auch das Kalium unter 
Schwankungen zu wandern. 

In den Modellversuchen konnten wir also beim Wandern von Mineral- 
stoffen gegen EiweiBlésungen oder aus Eiweiflésungen heraus auch das 
Auftreten von starken Schwankungen feststellen, unter denen sich die Wande- 
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Vig. 14. Modellversuch If. 


rung der untersuchten Stoffe vollzieht. Es besteht fraglos ein Zusammen- 
hang zwischen Mineralstoffkonzentration und Konzentration des Kolloids. 
Wir méchten vorderhand mit der Erklirung des aufgefundenen Phinomens 
zuriickhaltend sein, denn wir hoffen, daB die laufenden Versuche eine 
Kliirung bringen diirften. Das Auftreten von Schwankungen oder rhyth- 
mischem Ablauf eines Vorgangs scheint sehr verbreitet zu sein. Nach 
vorliiufigen Versuchen scheinen sich Adsorptionen und Quellungen nicht 
immer unter dem Bilde monotonen Verlaufs abzuspielen. Wir sehen vorder- 
hand hypothetisch den Grund des Auftretens der Schwankungen bei der 
Diffusion der Mineralstoffe in der ordnenden Beeinflussung, die die elek- 
trischen Ladungen des Kolloids auf die vorerst ungeordnet wandernden 
Mineralstoffe haben diirften. 

Es ist wohl auffallend, da8B diese Schwankungen nicht schon friiher 
bemerkt wurden. LEigentlich miBten sie sich bei der Einstellung jedes 
Donnan-Gleichgewichtes finden lassen, Anscheinend wurde aber immer 
der Gleichgewichtszustand abgewartet oder Schwankungen als fehlerhafte 
Abweichungen angesehen. 

Wir glauben, mit den wiedergegebenen Modellversuchen ein brauch- 
bares Abbild der zwischen Blutkérperchen und Plasma bei der Wanderung 
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der Mineralstoffe auftretenden Schwankungen gegeben zu haben. Es ergibt 
sich daraus, daB diese Schwankungen nicht durch besondere Eigenschaften 
des Blutes verursacht werden, sondern iiberall dort auftreten miissen, wo 
Diffusionen gegen kolloide Lésungen anzunehmen sind. 


Erorterung der mitgeteilten Versuche. 


Die Zusammensetzung des Serums ist, wie unsere Versuche 
gezeigt haben, das Ergebnis der Austauschvorginge, die sich 
zwischen Blutkérperchen und Plasma wiihrend der Gerinnung 
abspielen. Deshalb kénnen die Serumwerte nur sehr bedingt in 
Beziehung zu einem physiologischen oder pathologischen Vorgang 
im Organismus gesetzt werden. Aus diesem Grunde wiire die 
Kenntnis der Plasmawerte zum Zeitpunkt der Entnahme des 
Blutes von groBer Bedeutung. 

Auf Grund der aufgefundenen Schwankungen, unter denen 
die Bewegungen der Mineralstoffe zwischen Blutkiérperchen und 
Plasma vor sich gehen, kann nur mit grover Vorsicht auf die 
Plasmazusammensetzung im Zeitpunkt der Blutentnahme extra- 
poliert werden. Es scheint dies unter der Annahme miglich, daB 
es sich bei den aufgefundenen Schwankungen auf Grund des 
Absterbens des Systems Blutkérperchen—Plasma um immer mehr 
gedimpfte Schwankungen handelt. Daraus kénnte die Folgerung 
abgeleitet werden, daf die Plasmawerte der Stoffe, die aus den 
Blutkérperchen ins Plasma diffundieren, zum Zeitpunkt der Ent- 
nahme des Blutes in der Nahe des tiefsten Punktes der Kurve 
und andererseits die der Stoffe, die aus dem Plasma in die Blut- 
kérperchen wandern, im Bereich der héchsten Punkte der Kurve 
liegen diirften. Auf Grund dieser Annahme haben wir den Ge- 
halt des Plasmas im Zeitpunkt der Blutentnahme mit 380 mg-°/, 
Natrium, 14—16 mg-°/, Calcium, 10—15 mg-°/, Kalium und 
1—1,5 mg-°/, Magnesium abgeschiitzt. Wiahrend des Stehens des 
Blutes oder wahrend der Gerinnung wiirden also 30—100 mg-°/, 
Natrium, 4—6 mg-°/, Calcium aus dem Plasma in die Blutkérper- 
chen, 10—15 mg-°/, Kalium und 1—1,5 mg-°/, Magnesium aus 
den Blutkérperchen ins Plasma wandern. Weiterhin ergiibe sich bei 
Einsetzung unserer Plasmawerte, eines mittleren Blutkérperchen- 
volumens und der Vollblutwerte, daB die Blutkirperchen in Uber- 
einstimmung mit den Angaben anderer Untersucher frei von 
Calcium und Natrium wiren. Es lift sich auf Grund der mit- 
geteilten Versuche vorderhand auch nicht entscheiden, ob es sich 
bei Anwesenheit von Calcium und Natrium in den Blutkérperchen 
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bei verschiedenen Krankheiten um einen schon im Organismus 
oder erst nach der Entnahme des Blutes zustande gekommenen 
Austausch handelt. AuBerdem ergibt sich aus unseren Versuchen, 
daB man die an Versuchstieren mit anderer Zusammensetzung der 
Blutkérperchen, wie Hund und Katze, gefundenen Ergebnisse ohne 
Kenntnis der Ausgleichsvorgiinge im Blute dieser Tiere nach der 
Entnahme kaum verallgemeinern darf*). 

Da wir gezeigt haben, daf die Zusammensetzung des Serums 
ebenso wie die des Plasmas nach Stehenlassen des Blutes das 
Ergebnis des Ausgleichsvorgangs zwischen Blutkérperchen und 
Plasma ist, mu8 wohl zur Erklarung der eiweiBarmen Kérper- 
fliissigkeiten, wie Liquor und Kammerwasser, nicht der Serum- 
spiegel, sondern der Plasmaspiegel als Bezugsbasis genommen 
werden, aber dies nur unter der Annahme, daf sich die mine- 
ralische Zusammensetzung des Plasmas im kreisenden Blute nicht 
wesentlich bei jedem Atemzuge indert. 

Der Liquor enthalt im Durchschnitt 12 mg-°/, Kalium, 3,0mg-°/, 


Magnesium und 6 mg-°/, Calcium?’), Wiahrend der Kaliumgehalt 
_ des Liquors durch den weitaus héheren Durchschnittsgehalt des 
_ Serums von 19 mg-°/, keine Erklarung finden konnte, finden wir, 


da der von uns mit 10—15 mg-°/, Kalium extrapolierte Kalium- 
sehalt des Plasmas bei der Entnahme des Blutes in guter Uber- 
einstimmung mit dem Liquorwert steht. Hingegen wird die Spanne 
zwischen Liquormagnesium und Plasmamagnesium (1—1,5 mg-°/,) 
eréBer als sie bei Verwertung des Magnesiumgehalts des Serums 
(2,3 mg-°/,) war. Wir werden deshalb Stary, Kral und Winter- 
nitz**) beipflichten, daB bei der Entstehung des Liquors Vorgiinge 
mitbeteiligt sein miissen, welche zu einer Erhéhung des Magnesium- 
gehalts des Liquors fiihren, so daB er nicht als reines Ultrafiltrat 
oder Dialysat des Plasmas angesehen werden kann. Der ver- 
schiedene Magnesiumgehalt von Plasma und Liquor kénnte seine 
Erklirung durch den Befund von Mc. Cance und Watchorn?’) 
finden, wonach der Ventrikelliquor an Magnesium reicher ist als 
der Lumballiquor, so da8 im Gehirn eine an Magnesium besonders 
reiche Fliissigkeit sezerniert wiirde. 

Der Calciumgehalt des Liquors wurde bisher mit dem dialy- 
sablen Anteil des Serums (60°/,) in Beziehung gesetzt. Es er- 
scheint denkbar, daB nicht diese Fraktion des Serumcalciums, 


*) z. B. die in vivo-Dialysierversuche von Greene u. Power, J. of 
biol. Chem. 91, 183 (1931). 
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sondern der Teil des Plasmacalciums, der nach unseren Versuchen 
wihrend der Gerinnung in die Blutkérperchen abwandert, in Be- 
ziehung zum Calciumspiegel des Liquors zu setzen ist”). 

Kine nihere Erérterung der Beziehungen zwischen Kammer- 
wasser und Plasma scheint nicht am Platze, da wir unsere Beob- 
achtungen vorderhand nur an menschlichem Blute gesammelt 
haben, wihrend die Zusammensetzung des Kammerwassers haupt- 
siichlich bei Tieraugen bestimmt wurde. Es sei nur darauf hin- 
gewiesen, daB ebenso wie beim System Blutképerchen—Plasma 
zwischen Glaskérper und Kammerwasser nach dem Tode <Aus- 
tauschvorgiinge der Mineralstoffe einsetzen diirften, wie es speziell 
fiir das Calcium vor kurzem Salit**) nachgewiesen hat. 

Auf Grund unserer Versuche kann auch zur Frage der 
Impermeabilitiit der Blutkérperchen fiir Kationen Stellung ge- 
nommen werden, und zwar nur fiir die untersuchte Zeitspanne 
oder fiir die Zeit der Gerinnung. Auf Grund unserer Versuche 
kann nichts ausgesagt werden iiber die Permeabilitit solcher 
Blutkérperchen, an denen sich der gezeigte Ausgleich vollzogen 
hat**) oder solchen, die aus defibriniertem Blut auszentrifugiert oder 
in verschiedenen kérperfremden Liésungen suspendiert wurden 2» 25), 
In der yon uns untersuchten Zeitspanne sind die Blutkérperchen 
fraglos fiir Kationen permeabel, und dieses Ergebnis wird wohl 
die im Organismus herrschenden Beziehungen richtiger wieder- 
geben. Die Blutkérperchen sind also eine beschrinkte Zeitspanne 
nach der Entnahme des Blutes fiir Kationen permeabel, nachdem 
sie aber aus ihrem physiologischen Milieu entfernt wurden oder 
lingere Zeit nach der Entnahme vergangen ist, fiir Kationen 
impermeabel. 

In Zusammenhang mit dem geschilderten Gegensatz ist un- 
geklirt, warum sich der Ausgleich der Mineralstoffe anscheinend 
erst nach Entnahme des Blutes vollzieht, und warum sich dieser 
Ausgleich nur in einem bestimmten, sowoh! bei der Gerinnung 
im Serum als auch beim Stehen des Blutes gefundenen, begrenzten 





*) Ein Hinweis wiire vielleicht in der Angabe von Stary, Arch. f. 
Psychiatr. 97, 675 (1932) zu finden, wonach bei einem Fall yon Tetanie 
bei einem Serumcalciumspiegel von 6,3 mg-°/, mit 2 mg-°/, dialysablem 
Calcium im Liquor 5,8 mg-°/, Calcium gefunden wurden. 

**) Es ist z.B. aus der Arbeit von Wakemann, Eisenmann u. 
Peters, J. of biol. Chem. 73, 567 (1927) zu ersehen, daB die Autoren zu 
der Folgerung von der Kationenimpermeabilitit der Blutkérperchen in Ver- 
suchen an Blutkérperchen kommen, bei denen sich der von uns gezeigte 
Ausgleich schon vollzogen hat. 
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und annihernd konstanten Ausmafe einstellt. Wir haben durch 
unsere Modellversuche zeigen kénnen, daB die Form des Aus- 
gleiches, nimlich die Bewegung der Mineralstoffe unter Schwan- 
kungen eine kennzeichnende Kigenschaft der Diffusionsvorginge 
der Mineralstoffe bei Anwesenheit von Kolloiden ist und haben 
auBerdem durch die geringe Temperaturabhingigkeit die engere 
Beziehung der Bewegung und der Schwankungen zu chemisch- 
fermentativen Vorgingen unwahrscheinlich gemacht. Wihrend 
im kreisenden Blut die Blutkérperchen wohl Mineralstoffe auf- 
nehmen und wiederum abgeben, finden wir, daB nach der Ent- 
nahme des Blutes das System Blutkérperchen—Plasma nach einem 
gerichteten Ausgleich im Sinne der Konzentrationsgefille ein 
Gleichgewicht hinsichtlich der Verteilung der Mineralstoffe zu er- 
reichen scheint. Als auslésender Faktor dieses Ausgleiches 
konnten wir den Zusatz von Heparin anschlieBen, sowie auch 
einen wesentlichen EinfluB des Entweichens der Kohlensiure un- 
wahrscheinlich machen. Eine gewisse Rolle als auslésendes Mo- 
ment mag der anfainglichen Siuerung des Blutes zukommen, ob- 
wohl damit keine Erklirung fiir das Verhalten der Blutkérperchen 
im kreisenden Blut gegeben wire”). 

SchlieBlich bliebe noch zu erértern, inwieweit die elektrischen 
Kigenschaften des Blutes geeignet scheinen, den Ausgleich der 
Mineralstoffe nach der Entnahme des Blutes und die Verhinderung 
dieses Ausgleiches im kreisenden Blute zu erkliiren. Seki*®) hat 
in einer Reihe yon Arbeiten nachgewiesen, daB das Innere der 
Blutkérperchen positiv, die Wand oder Membran der Erythrozyten 
negativ geladen ist. Auf Grund der negativen Ladung der Membran 
wandern die Blutkérperchen im elektrischen Felde zur Anode. 
Kis ware nun wohl verstiindlich, da8B ein positiv geladenes Blut- 
kérperchen die Natriumionen im Leben abstoBen wiirde, und dab 
erst mit Ausgleich der Ladungsdifferenz zwischen Blutkérperchen 
und Plasma ein Eindringen miglich wire™). Danach wiirde sich 
die negative AuBenschicht der Blutkérperchen auch erst nach der 


*) Bemerkenswerterweise ist nach Laug, J. of biol. Chem. 106, 161 
(1934) ,,the initial acid drift“ in gekiihltem Blute steiler als in bei 38° ge- 
haltenem Blute. 

**) Keller, Folia haematol. 52, 283 (1934), der die Angaben von Seki, 
wonach das Innere der Blutkérperchen positiv, die Wand negativ geladen 
ist, tibernimmt, hebt selbst hervor, daB es im kreisenden Kapillarblut nicht 
gelungen ist, mittels Vitalfidirbung die Negativitiit der Blutkérperchenmembran 
hachzuweisen. 
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Entnahme des Blutes bilden, wodurch dann im besonderen Mae 
das Kindringen der Natriumionen beférdert werden kénnte. Es kénnte 
daran gedacht werden, daf die zur Verhinderung des Ausgleichs 
notwendige Potentialdifferenz im Leben durch die Atemfunktion 
des Blutes dauernd erneuert wiirde. 

Auf Grund der vorliegenden Versuche lassen sich auch zur 
Beantwortung der zweiten Frage, warum die Wanderung der 
Mineralstofie, wie man besonders am Calcium sieht, einem bald 
erreichten Endwert zustrebt, nur Vermutungen iuBern. So kénnte 
eine Besetzung der negativen AuBenschicht der Blutkérperchen 
mit positiven Natrium- und Calciumionen der Permeation der 
Mineralstoffe eine Grenze setzen. Es sei hier an die Versuche 
von Osterhout?’), Chambers?) u. a. iiber das Kindringen von 
Salzgemischen erinnert. Auch bei den Blutkérperchen kénnte 
eine bestimmte Menge Calcium der Permeabilitiit der Blutkérper- 
chen fiir Mineralstoffe ein Ende machen. Inwieweit bei dem 
letzten Versuch einer Deutung auf die elektrischen Kigenschaften 
Riicksicht zu nehmen ist, kann heute noch nicht abgeschiitzt 
werden. 

Kin Befund, der durch die Modellversuche nicht weiter ge- 
klirt werden kann, sondern die besonderen Bindungsverhiiltnisse 
der Mineralstoffe im Blut zeigt, wurde von uns im Antagonismus 
der Kalium—Natriumkurven im Blut von Gesunden und einer 
groBen Zahl von Erkrankten und in seiner Aufhebung im Blute 
von Diabetikern erhoben. 

Vor kurzem konnten wir mit einer ganz anderen Versuchs- 
anordnung zu obigem Ergebnis eine Parallele finden. Wir haben 
auf Anregung von R. Keller die Wanderung des Kaliums und 
Natriums im Serum in der Fiirthschen Hochspannungsapparatur 
gepriift. Dabei wurde gefunden, dab das Natrium wie zu erwarten 
als Kation an der Kathode der Apparatur angereichert wurde, 
daB aber das Serumkalium an der Anode im UberschuB zu finden 
war”), Auch hier also der Kalium—Natriumantagonismus, der 
seinen Grund darin zu haben scheint, daB das Kalium im Serum 
von anodisch wandernden Stoffen zur Anode mitgenommen wird. 
Im Hinblick auf die oben versuchte Erklirung der Ausgleichs- 
vorgiinge im Blut durch Kennzeichnung der Ladungsverhiltnisse, 
sel bemerkt, daB auch in den Blutkérperchen, die positiv geladen 
sind, das Kalium angereichert zu finden ist, wihrend das Natrium 
abgestofen wird. Bei dem hohen Kaliumgehalt der Blutkérperchen 
ist auf Grund der chemischen Zusammensetzung nicht einzusehen, 
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wieso es zu einer Bindung des Kaliums, zu einem anodischen 
Komplex in den Blutkérperchen kommen kénnte. Von der Vor- 
stellung aus, daB das Serumkalium von dem anodisch wandernden 
Serumzucker zur Anode mitgenommen wird, — nachdem wir eine 
Bindung an EiweiB ausschlieBen konnten —, wurde die Wanderung 
des Serumkaliums im Blute von Diabetikern untersucht*). Hier 
fanden wir nun den Antagonismus weitgehend aufgehoben, das 
Serumkalium des Diabetikers wurde nicht mehr an der Anode 
angereichert. Kinmal mittels der Wanderung in der Hochspannungs- 
apparatur, ein andermal durch Aufnahme der Kalium- und Natrium- 
kurven konnte also nachgewiesen werden, daB beim Diabetiker 
der Kalium—Natriumantagonismus aufgehoben ist, d.h. daB Kalium 
aus seinem besondern Bindungsverhiltnisse gelést und wohl wie 
das Natrium als lon im Blut vorhanden ist. Es sei erwihnt, daB 
auch im Serum von Gesunden das Kalium zur kathodischen 
Wanderung gebracht werden kann, wenn man den Serumzucker 
vergirt. 

Wir haben gefunden, da’ im Blute von tumortragenden 
Menschen in der iiberwiegenden Zahl das Kalium anfinglich in 
die Blutkérperchen hineinzuwandern scheint. Ks kénnte hier in 
Zusammenhang mit den Befunden von Lasnitzki*!), der die 
wichtige Rolle des Kaliums fiir die Atmung von Tumorschnitten 
untersuchte, und im Hinblick auf die Angaben von Guthmann’?) 
und Epstein*’), die eine Beziehung zwischen Wachstum, Malig- 
nitit und Kaliumgehalt anzudeuten scheinen, daran gedacht 
werden, in dieser Wanderung des Kaliums in die Blutkérperchen 
gegen das Konzentrationsgefille eine KEigenschaft des tumor- 
tragenden Organismus zu sehen, die im Leben durch das gleiche 
Kaliumbediirfnis der iibermichtigen Kérpermasse nicht zur Geltung 
kommen kann, sondern sich erst nach der Entnahme des Blutes 
in der kurzen Spanne des Uberlebens durchsetzt. 

Wir haben die Wanderung der Mineralstoffe zwischen Blut- 
kérperchen und Plasma auch an einfachen Modellen finden kénnen, 
und es erscheint im Zusammenhang damit auffallend, daB man 
nicht schon bei andern Vorgiingen im Organismus, wie Sekretion 
und Resorption, eine Bewegung der Mineralstoffe unter Schwankungen 
gefunden hat. Dies wird, insofern nicht schon die Art der Regi- 
strierung die Auffindung dieser GesetzmiBigkeiten unmdglich 
machte, daran liegen, daB die Kérperzellen in den verschiedensten 
Funktionszustinden dem Untersucher Durchschnittswerte bieten, 


die einen monotonen Gang zeigen. Nur die Blutkérperchen mit 
4* 
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ihrem rudimentiren Leben werden anscheinend durch die An- 
spriiche der Kérpermasse in einen gleichartigen Funktionszustand 
gedringt. 

Zusammenfassung. 


1. Der Ausgleich der Mineralstoffe im entnommenen mensch- 
lichen Blut erfolgt unter Wanderung der einzelnen Stoffe im Sinne 
des Konzentrationsgefalles zwischen Blutkérperchen und Plasma, 
aber nicht unter dem Bilde monotoner Kurven, sondern unter 
starken Schwankungen. Die Wanderung der Mineralstoffe unter 
Schwankungen, die bei Kalium, Magnesium, Natrium und Calcium 
gezeigt werden konnte, erschwert die Kenntnis der Plasmazusammen- 
setzung im Zeitpunkt der Blutentnahme. 


2. Der Versuch einer Extrapolation fihrt zu Plasmawerten 
von 14—16 mg-°/, Calcium, 380 mg-°/, Natrium, 10—15 mg-°/, 
Kalium, 1—1,5 mg-°/, Magnesium, so da wiihrend des Stehens 
des Blutes oder wihrend der Gerinnung 4—6 mg-°/, Calcium und 
30—100 mg-°/, Natrium aus dem Plasma in die Blutkérperchen, 
10—15 mg-°/, Kalium und 1—1,5 mg-°/, Magnesium aus den 
Blutkérperchen in das Plasma auswandern. Ks ergibt sich daraus, 
daB die Serumzusammensetzung als Ergebnis eines von der Ge- 
rinnung unterbrochenen Ausgleichsvorgangs zwischen Blutkiérperchen 
und Plasma anzusehen ist und die Serumwerte nur mit Vorsicht 
in Beziehung zu physiologischen oder pathologischen Vorgiingen 
im Organismus gesetzt werden kénnen. AuBerdem ergibt sich 
eine neue Bezugsbasis fiir die Entstehung der eiweiBarmen Kérper- 
fliissigkeiten. 

3. Die Schwankungen, unter denen sich die Bewegung der 
Mineralstoffe vollziehen, zeigen untereinander Beziehungen im 
Sinne von Gegen- oder Gleichsinnigkeit. So zeigen die Bewegungen 
des Kaliums und Natriums in ihren Schwankungen bei einer 
groBen Zahl von Gesunden und Erkrankten eine Gegensinnigkeit 
von 70—80°/,. Diese Gegensinnigkeit ist im Blute von Diabe- 
tikern weitgehend aufgehoben. Wiahrend bei einer grofen Zahl 
von Gesunden und Erkrankten immer die steigende Tendenz der 
Kaliumkurve erfaBt werden konnte, fillt im Blut von tumor- 
tragenden Menschen in einem hohen Prozentsatz die Kaliumkurve 
in der ersten Zeit, d.h. es wandert das Kalium in die Blut- 
kérperchen hinein. 


4. An Modellversuchen kann gezeigt werden, daB Schwankungen 
bei der Bewegung von Mineralstoffen immer dann auftreten, wenn 
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An- die Mineralstoffe in oder aus kolloiden Eiweiflésungen diffundieren, 
and wodurch die Bewegung zwischen Blutkérperchen und Plasma als 


allgemeine GesetzmaBigkeit erkannt werden konnte. 
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Der EinfluB von Neutralsalzen auf die Wirksamkeit 
von Mandelemulsin. 


Von 


Burekhardt Helferich und Ernst Schmitz-Hillebrecht. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1935.) 


Bei vielen Fermenten ist bekannt, daB ein Zusatz von Neutral- 
salzen fordernd oder hemmend wirken kann. Manchmal ist die 
Anwesenheit ganz bestimmter Salze oder Jonen fiir die Wirksam- 
keit des Ferments notwendige Bedingung. Am Mandelemulsin ist 
nun ein neuer unerwarteter KinfluB von Neutralsalzen aufgefunden 
worden: Eine ganze Reihe von Salzen erhéhen die Spaltungs- 
geschwindigkeit von f-Glucosiden, z. 5. von Phenol-f-d-glucosid 
durch das Ferment erheblich. Die Steigerung kann bis 300°/, 
betragen. 


In den Versuchen ist, wenn nichts anderes erwihnt ist, als Substrat 
Phenol-§-d-Glucosid verwandt worden. Unter ,Steigerung“ ist das Ver- 
haltnis der Wertigkeit mit Salzzusatz zu der Wertigkeit?) ohne Salzzusatz, 
diese gleich 1 gesetzt, zu verstehen. 

Bei allen nicht eingeklammerten Werten der Steigerung ist die Konzen- 
tration des zugesetzten Salzes 0,083 normal im Spaltungsgemisch. Bei den 
eingeklammerten Werten ist sie geringer. 


I. Bei dieser Steigerung der Spaltgeschwindigkeit spielen 
die Kationen so gut wie keine Rolle. 
Es wird dies mit dem sauren Milieu der Spaltungsfliissigkeit 
zu erkliren sein. 
Zusatz: Nitrate von . . Na K Rb Mg Ca Sr Ba 


Steigerung . . ... . 1,9 21 1,8 2,1 1,9 2,1 2,0 
Zusatz: Jodide von ....... K NH, Cs 
Steigerung ...-...-.... 41,7 1,9 1,7 


II. Dagegen ist die Steigerung bei Verwendung verschiedener 
Anionen recht verschieden: 





Zu 


du 
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Zusatz: (K-Salze) CNO’ SO,” Br’ Fe(CN),”” ClO,’ J’ NO,’ ClO,’ SCN’ 


Steigerung . . 1,0 1,1 1,2 1,3 (1,5) 1,8 2,1 (2,3) (2,6) 
Zusatz: (NH,-Salze) . . F Cl Br ClO; J NO, ClO, SON 
Steigerung ... . . 0,9 1,3 1,3 1,9 2,0 2,0 3,0 2,5 


Die Reihenfolge der Anionen in ihrer Wirksamkeit entspricht 
etwa der bekannten lyotropen Reihe. Die Steigerung der Spalt- 
geschwindigkeit kann recht erheblich sein. Durch Zusatz von 
Perchloraten kann die Geschwindigkeit fast auf das 3 fache ge- 
steigert werden. 

III. Der Zusatz wirksamer Salze, wie z. B. NaClO, verindert 
den Charakter der Spaltkurve nicht. Ebenso wie bei der 
Spaltung ohne Salzzusatz kann die Spaltreaktion als monomole- 
kulare Reaktion behandelt werden. 

Es ist friher festgestellt worden*), dai die Verwendung ver- 
schiedener Puffer, z. B. Acetat und Phosphat beim Mandelemulsin 
verschiedene Maxima der optimalen Wirksamkeit hervorruft. Es 
ist dies nunmehr so zu erklaren, da& Phosphatanionen mehr als 
Kssigsaureanionen auf die Spaltungsgeschwindigkeit steigernd 
wirken. 

IV. Bei gleichbleibender Fermentkonzentration nimmt die 
Steigerung mit steigender Salzkonzentration zu bis zu einem 
Wert, der bei weiterem Zusatz in manchen Fiillen gleich hoch 
bleibt, in anderen wieder absinkt. (Die Konzentration ist in Nor- 
malitit angegeben.) 


NaClO,-Konzentr. 

im Bestimmungs- 0,00083 0,0083 0,017 0,033 0,05 0,067 0,083 0,83 
gemisch 

Steigerung . . . 1 1,1 1,2 1,4 it 1,7 21 21 


NH,SCN-Konzentr. 
im Bestimmungs- 0,0083 0,043 0,05 0,07 0,083 0,17 0,42 0,83 
gemisch 
Steigerung .. . 1,8 2,0 2,4 2,4 2,3 2,2 1,5 0,14 
V. Die Steigerung der Spaltbarkeit ist nicht unabhingig 
vom p,, Bei gleichbleibendem Zusatz von NH,SCN und wechseln- 
dem p,, ist sie am gréBten etwa in der Gegend des p,,-Optimums 
der Spaltung zwischen 4, 5 und 6,0. 
Po 3,9 4,47 4,93 5,49 5,54 600 6,88 1,56 
Steigerung 0,5* 2,2 2,5 2,5 2,4 2,6 1,6 124 
*) Ein Teil des Ferments war durch den Salzzusatz ausgefiilt. 


VI. Vor einiger Zeit ist iiber die Schidigung von Emulsin 
durch Ozon berichtet worden’) Herr Siegfried Petersen 
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hat im Anschlu8 daran festgestellt, daB ozongeschidigtes Mandel- 


emulsin ziemlich gleichmaBig durch Salzzusatz (NaClO,) in vel 
seiner Wirksamkeit erhéht wird, im gleichen MaBe wie un- du 
geschidigtes Ferment. Die ,,Steigerung“ betrigt fiir die Spaltung de 
von Salicin etwa 1,7—2, Bei Extrapolation der aufgenommenen cir 
Kurven kommen aktiviertes und nicht aktiviertes Ferment gleich- scl 
zeitig auf Null (vgl. Tab. VI). lis 
VII. Besonders wichtig erwies sich die Untersuchung dariiber, ste 
ob die Steigerung bei verschiedenen Substraten die gleiche ru 
ist oder nicht. Es stellte sich heraus, daB da recht groBe Unter- 
schiede bestehen. Unter sonst gleichen Bedingungen ergab der Zu 
Zusatz von NaClO, bei verschiedenen Substraten das folgende: ver 
@-d-Glucoside vom . . Methanol o-Kresol Saligenin Phenol ist. 
Steigerung. . .. . 1,2 1,4 2,0 2,8 an 
6-d-Galaktoside vom . . . o-Kresol  Saligenin Phenol cle 
Steigerung ...... . 1,5 1,5 2,6 Kir 
B-d-Xyloside vom .. . . o-Kresol Phenol 
Steigerumng ....... 1,5 2,2 vol 
Wel 


Besonders auffallend ist, daB bei sehr rasch spaltbaren £-d-Glu- 
cosiden des Protokatechualdehyds und der Kaffeesiure, iiber die ri 
an anderer Stelle berichtet werden soll, der Zusatz von sonst 
wirksamen Salzen nur eine sehr geringe Steigerung — 1,3 — oder 
sogar eine Verminderung der Spaltgeschwindigkeit — 0,6 — zur 


Folge hat. Damit stimmt in der oben stehenden Ubersicht die ” 
geringe Steigerung bei den rasch spaltbaren o-Kresolglykosiden 
iiberein. Aber die Spaltgeschwindigkeit allein ist dafiir nicht 
maBgebend, denn bei dem langsam spaltbaren Methyl-f-d-glucosid gen 
ist die Steigerung besonders klein, nur 1,2. Wi 
Trotzdem fiir die Spaltung der f-d-Glucoside ein und das- te 
selbe Ferment im Mandelemulsin angenommen wird, wird die Dr 
Spaltgeschwindigkeit durch Zusatz von geeigneten Neutralsalzen Als 
verschieden stark beeinfluBt. Damit entfaillt bei Gegenwart wal 
solcher Salze die Miglichkeit, den einfachen Zeitwertquotienten i 
fir die Frage heranzuziehen, ob zwei verschiedene Substrate pol: 
durch ein und dasselbe oder durch zwei verschiedene Fermente fest 
eines Fermentpraparates gespalten werden. Es liegt nahe, an- stin 
zunehmen, daf nicht nur anorganische Salze, sondern auch orga- 
nische Zusiitze, z. B. die Salze organischer Siuren, die gleiche Tay 


Wirkung hervorrufen kénnen. wie 
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Kine naheliegende Erklarung fiir die in dieser Arbeit auf- 
vefundene Steigerung der Spaltgeschwindigkeit von #-d-Glucosiden 
durch Mandelemulsin beim Zusatz von Neutralsalzen, entsprechend 
der lyotropen Reihe der Anionen (vgl. 0.), war es anzunehmen, dab 
eine ,,Peptisierung“ des Ferments durch den Zusatz erfolgt. Dem 
schien zu entsprechen, daB eine triibe oder opaleszierende Ferment- 
lésung durch den Salzzusatz klarer wird. Aber die verschiedene 
Steigerung bei verschiedenen Substraten zeigt, daB diese Erkli- 
rung mindestens nicht allein giiltig sein kann. 


Entweder ist ein EinfluB des zugesetzten Salzes auf den 
Zustand des Substrats anzunehmen. (Es kénnte sich um Molekiil- 
verbindungen handeln, deren Existenz aber bisher nicht bekannt 
ist.) Oder es muB der Salzzusatz — nach Adsorption der Anionen 


an Fermentteile (KiweiB?) — den Zerfallsvorgang selbst — etwa 
den Zerfall einer Enzymsubstratverbindung — _ beschleunigen. 


Kine Entscheidung kann vorerst nicht getroffen werden. 
Eine irgendwie wesentliche Abhingigkeit der ,,Steigerung“ 
von der Substratkonzentration konnte bisher nicht beobachtet 


werden. 


Fiir eifrige und wertvolle Mitarbeit bei den Messungen haben wir 
Friulein StraBburger zu danken. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und ebenso der Rocke- 
feller Foundation sind wir zu groBem Dank fiir die Unterstiitzung dieser 


Arbeit verpflichtet. 


Versuche und Belege. 


Fiir simtliche Messungen wurde ein nach der Silberacetatmethode 
gewonnenes SiiBmandelemulsin vom #-Glucosidasewert 9—10  benutzt‘). 
WaBrige Ferment- und Salzlésungen (ungepuffert, wo nicht anders in den 
Tabellen angegeben) wurden 1:1 unter guter Kiihlung gemischt. Zur Messung 
wurde 1 cem Fermentsalzlésung in 2 cem Substrat—Pufferlésung (m/10-Acetat, 
Py 5) einpipettiert nach kurzem Vorwirmen der beiden Lésungen auf 30,0°. 
Als Substrat wurde, wo nicht anders angegeben, Phenol-f-d- a ver- 
wandt (40 mg in 3 cem Bestimmungsgemisch, Anfangsdrehung: — 0,97°, End- 
drehung: + 0,49°). Spaltzeit: 2 Minuten. Spalttemperatur: 30,0°. Zum Abstoppen 
der Reaktion wurden 0,2 g K,CO, zugesetzt. Der Spaltungsgrad wurde 
polarimetrisch (1 dem-Rohr) oder reduktometrisch (Bertrand n/10- KMn0,) 
festgestellt. Durch zahlreiche Messungen wurde die Konstanz des Pu im Be- 
stimmungsgemisch i in Gegenwart von den verschiedensten Salzkonzentrationen 
sichergestellt. Ebenso wurde eine EKinwirkung der Salze auf Fermenteigen- 
drehung, Substratanfangsdrehung und -enddrehung auch nach Stunden oder 
Tagen nicht festgestellt. Trotzdem ist bei der Bestimmung der Wertigkeit 
wie immer mit erheblichen Fehlerquellen zu rechnen. 
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Tabelle Ia. 
Nitrate. | 
g Ferment} Ft-Salzlsg. | p chun 
: g ; 
Salz fin 50 cem|bzw. Ft-Lsg. . ,.| Bemerkungen. Nr. 
Nr. Nitrat Bestim- Drehung ps “. wertig: 
Nitra mungs- _ bzw. a keit Vergleichs- 
gemisch | n/10-KMnO, nac messungen Zu: 
— | 0,09583 | 0,05cem | 1,60eem | 1,6 | 1, 2, 5, 6—8 : 
— | 0,1212 | —0,12° —0,65° 2,1 3 : 
0,09942 —0,10° — 0,68° 2,2 4 | 
1 Na’ 0,09583 0,05 cem 2,80 ccm 3,0 j 
2 K’ 0,09583 0,05 cem 3,10 cem 3,3 7 
3 | NH, | 0,1212 | —0,11° —0,37° 4,0 9 
4 | Rb | 0,09942 | —0,11° —0,47° 3,9 9 
5 Mg 0,09583 0,05 cem 3,25 ccm 3,4 
6 Ca” 0,09583 0,10 cem 2,90 eem 3,0 
7 Sr- 0,09583 0,10 ecm 3,20 ecm 3,3 
8 Ba 0,09583 0,05 ecm 3,00 cem 3,2 
Tabelle Ib. 
Jodide. 
0,09942 | —0,10° —0,68° 24 1 und 3 2 
-— 0,10725 | —0,11° —0,71° 2,0 2 3 
Jodid 4 
1 K’ 0,09942 | —0,09° —0,43° 4,1 d 
2 | NH, | 0,10725 | —0,12° —0,46° 3,9 6 
3 Cs’ 0,09942 | —0,11° — 0,46 ° 4,0 7 
8 
Tabelle Ifa. 
Wirkung verschiedener Anionen. 
K-Salze. 
Konzentration | Ft-Salzlsg. 
im Best.-Gemisch bzw. Drehung 
Salz naan meanaanannien Ft-Lsg. b Wertic-| B k 
Nr. ; | Deshen zw. ccm ertig-| Bemerkungen. 
K Salz | s a . , 
: | Ferment | bzw. cem KMn0, keit 
(Nor- | in n/10- nach ¢’ Vergleichs- 
malitat) | 50 eem KMn0O, messungen 21 
— — | 0,1112 —0,10° — 0,63° 2,3 1 und 4 
_ — | 0,09942 | —0,10° —0,68° 2,8 2, 3 und 6 
_ — | 0,1195 | —0,13° —0,56° 2,8 5 
eee Ee oe 
—_ = | i jas 8 
es — | 01212 | -o12° | —0,64° 2,2 9 
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Uber Emulsin. XX. 


Tabelle Ila (Fortsetzung). 











Salz 


Fe[(CN],””’ 
C10,’ 



































Konzentration | Ft-Salzlsg. 
im Best.-Gemisch baw. Drehung 
Ft-Lsg. b Wertie- 
Salz g Drehung Zw. ccm _ 1g 
Ferment | bzw. cem | KMn0, keit 
(Nor- in n/10- nach ¢’ 
malitit) | 50 eem KMn0O, 
0,083 | 0,1112 | —0,11° —0,62° 2,4 
0,083 | 0,09942 | —0,09° —0,63° 2.5 
0,083 0,09942 | —0,09° — 0,60° 2,7 
0,083 | 0,1112 | —0,11° —0,54° 3,0 
0,065 0,1195 —0,12° —0,36° 4,2 
0,083 | 0,09942 | —0,09° —0,43° 4,1 
0,083 0,09583 0,05 eem 3,10 cem 3,3 
0,02 | 0,1233 | —0,12° —0,24° 5,1 
0,10 | 0,1212 | —0,12° —0,20° 5,6 
Tabelle Ifb. 
NH, -Salze. 

_ 0,10725 | --0,10° —0,71° 1,9 

_ 0,1212 | —0,10° —0,65° 2,0 

-_ 0,09692 | —0,10° —0,71° 21 
0,083 | 0,10725 | —0,11° —0,74° 1,8 
0,083  0,1212 | —0,12° —0,59° 2,5 
0,083 | 0,10725 | —0,11° —0,64° 2.4 
0,083 0,10725 | —0,11° —0,47° 3,6 
0,083 0,10725 | —0,12° —0,46° 3,8 
0,088  0,1212 | —0,11° —0,37° 4,0 
0,083 | 0,10725 | —0,11° —0,25° 5,6 
0,088  0,09692 | —0,10° ~ 0,339 5,3 














Tabelle III. 


Spaltungskurve mit NaClQ,. 
0,01417 g Ferment in 50 ccm Bestimmungsgemisch. 
Eigendrehung: der Kontrolle — 0,02°, der Ferment-Salz—Pufferlésung 0,0°. 


Bemerkungen. 


Vergleichs- 
messungen 2u: 








Zeit 


Drehung nach 7’ 











Wertigkeit 


2,1 





Bemerkungen 


Kontrolle (ohne Salzzusatz), Mittel 
aus 14 Parallelversuchen 
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Variation der NaClO,-Konzentration. 


Tabelle IVa. 























Konzentration : 
im Best.-Gemisch ™ ‘ _— 
Nr. : a ZW. 
Salz g Ferment} Ft-Lsg. 
(Normalitét) in 50 eem}| Drehung 
— | 06,1288 | —0,18° 
— | 0,1172 | —0,12°*) 
1 0,00083 | 0,1283 — 0,13° 
2 0,0083 | 9,1233 — 0,12° 
3 0,017 0,1172 — 0,12° 
4] 0,038 | 01172 | —0,12°*) 
5 | 0,050 | 01172 | —0,12°*) 
6 0,067 | 0,1172 — 0,12°*) 
7 | 0083 | 0,1288 | —0,13° 
8 | 0,83 0,1233 | — 0,12° 











Drehung |Wertig- Bemerkungen. 

nach ¢’ | keit | Vergleichs- 
messungen zu: 

— 0,64° 2,2 1, 2, 7—8 

— 0,65° | 2,3 3-6 

— 0,63° 2,3 

— 0,59° | 2,5 

— 0,56 ° 2,8 

— 0,48° 3,3 

— 0,42° 3,8 

— 0,41° 3,9 

— 0,30° 4,7 

— 0,29° 4,7 


*) Nicht besonders bestimmt. 


Variation der NH,SCN-Konzentration. 


Tabelle IVb. 





0,1108 g Ferment in 50 ccm Bestimmungsgemisch. 








Salz-Konzen- Ft-Salzlésung. 

tration bzw. Ft-Lésung 
(Normalitit) Drehung 
_ — 900° 
0,0083 — 0,10° 
0,048 — 0,10° 
0,050 — 0,11° 
0,070 — 0,10° 
0,083 — 0,10° 
0,170 — 0,11° 
0,420 — 0,11° 
0,830 — 0,11° 





Drehung 
nach ?¢’ 


— 0,64° 


— 0,39° 
— 0,32° 
— 0,25° 
— 0,23° 
— 0,27° 
— 0,30° 
— 0,47° 
— 1,01° 


Tabelle V. 





Wertigkeit 


Aktivierung durch NH,SCN bei verschiedenem py. 
NH,SCN-Konzentration: 0,083 n im Bestimmungsgemisch. 


Ferment in Wasser gelést und mit gepufferter NH,SCN-Lésung 1:1 gemischt. 
1cem davon mit 2ecm ebenso gepufferter Substratlésung zurSpaltung gemischt. 


a) mit NH,SCN, b) ohne NH,SCN 


| 
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g Ferment | Ft-Salzlsg. 
N - 4 oom bzw. Zeit | Drehung |Wertig- Be- 
ND. e- 
™ stimmungs- Ft-Lsg. t’ | nach ¢’ | keit |merkungen 
gemisch Drehung 
1 | 3,93 | a 0,08708 } —0,06°*) | 3 | —0,87° | 0,77 
b 0,08708 | —0,06° 3 | —0,66° | 1,6 
2 | 4,47 | a 0,08708 | —0,06°% | 2 | —0,52° | 3,6 es 
b 0,08708 | —0,06°*) 2 | —0,77° | 1,6 | aa 
; | 4,93 | a 0,08708 | —0,06°*) | 2 | —0,38° | 4,9 ul 
b 0,08708 | —0,07°*) | 2 | —0,73° | 2,0 putter 
1 | 5,49 | a 0,08708 | —0,07° 2 | —0,48° | 4,0 
b 0,08708 | —0,07°*) | 2 | —0,78° | 1,6 
) 5,54 a 0,09692 —0,11° 2 —0,21° 6,8 
b 0,09692 —0,13° 2 —0,64° 2,8 
6 | 6,00 | a 0,09692 —0,11°) 2 | —0,38° | 4,9 m/10- 
b 0,09692 ~—0,11° é —0,76° 1,9 oak 
a : ‘ O* ; -@ ¢ Phosphat- 
1 | 688 | a 0,09692 | —0,11°%) | 12 | —0,36° | 0,84 
b 0,09692 | —0,10° 15 | —0,48° | 0,51 puffer 
8 | 7,56 | a 0,09692 | —0,11° 20 | —0,83° | 0,14 
b 0,09692 —0,11° 29 | —0,86° | 0,084 























*) Nicht besonders bestimmt. 


Tabelle VI. 


Ozonschidigung von aktiviertem Mandelemulsin. 


10 cem der Ozonlésung verbrauchen 5,35, 
Riickstand von 1,0 cem Fermentlisung 
0,01185 g. 


Spaltung nach Art der 6-Glucosidasewertbestimmung*) durchgefiihrt. Dabei 

wurde 1 cem einer Fermentlésung verwandt, deren Zusammensetzung aus der 

Tabelle zu ersehen ist. Die Kigendrehung einer gleichen Mischung, nur 
ohne Substrat, betrug — 0,03° 


Aktivierung durch n/5-NaClQ,. 
5,45, 5,05 eem n/200-Thiosulfat. 











Acetat- Ss eem Dreh W 
I't-Lsg. | puffer ai 0 Ozon- y . _ is eis ae ng 

Po 5,0 |? alo, lésung asser in. nach ¢ eit 
4,0 4,0 — ~_ 16 3 —1,45 8,3 
4,0 4,0 — 4 12 5 — 1,24 6,1 
4,0 4,0 — 8 8 4 —1,05 4,6 
4,0 4,0 — 12 4 13 — 1,04 2,8 
4,0 4,0 4,0 --- 12 2 —1,49 11,9 
4,0 4,0 4,0 4 s 5 — 0,63 10,2 
4,0 4,0 4,0 8 4 10 —0,04 7,9 
4,0 4,0 4,0 12 0 15 +0,01 5,4 
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Tabelle VU. 
Spaltung verschiedener Substrate in Gegenwart von NaClQ,. 


NaClO,-Konzentration: 0,083 normal im Bestimmungsgemisch. 
0,03967 g Ferment in 50 cem Bestimmungsgemisch. 
Substrate: 40 mg Phenol-hexosid, bzw. iquivalente Menge, 
in 3 cem Bestimmungsgemisch. 
Anfangsdrehungen: #-d-Glucoside Methyl: — 0,33°, Phenol: — 0,99°, Die 
Saligenin: — 0,96°, o-Kresol: — 0,99°, 
8-d-Galactoside Phenol: — 0,53°, Saligenin: — 0,48°, o-Kresol: — 56°, 
Enddrehungen: #-d-Glucoside + 0,49°, @-d-Galactoside + 0,76°. 
Die Xyloside wurden reduktometrisch nach Bertrand bestimmt. 
Kigendrehung: Ferment ohne Salz: — 0,05° Eigenreduktion: 0,05 cem 
- mit » = 0,05° m 0,05 cem. 
a) mit NaClO, b) ohne NaClQ,. 














-_  Drehung 
Substrat , (cem KMn0O,) Wertigkeit 
t nach ¢’ 

Glucoside . oo : im as | «=OF 
Methyl-s-d-...... a 50 — 0,03° 0,41  7e) 
b 50 — 0,08° 0,33 Le 
Phenol-§-d-...... a 5 — 0,18° 6,4 or: 
b 5 — 0,64° 2,3 - 
Saligenin-f-d-. .... a 1 — 0,27° 26,0 he 
b 1 — 0,57° 13,2 Le 
o Kresol-f-d- ..... a 1,25 — 0,61° 48,7 vo 
b 1,25 — 0,72° 35,4 “ 
Galactoside sy 
Phenol-f-d-...... a 40 + 0,07° 0,64 ‘a 
b 40 — 0,27° 0,25 Ga 
Saligenin-§-d-. .... a 138 + 0,20° 2,5 Ze 
b 13 + 0,04° 1,7 mi 
o-Kresol-B-d- ..... a 2,5 — 0,09° 7,3 {iy 

b 2,5 — 0,24° 4,8 
: ; da 
Xyloside 7 
Phenol-f§-d-..... . a 480 3,80 ecm 0,05 Se 
b 480 2,10 ,, 0,025 sy 
o-Kresol-§-d- .... . a 50 2,55 ,, 0,30 | O 
b 50 1,80 ,, 0,20 8 
; el 
Literatur. 2 
1. XIX. Mitt., Diese Z. 233, 75 (1935). WI 
2. B. Helferich u. H. Appel, Diese Z. 205, 246 (1932). | 
3. B. Helferich u. H. Appel, Diese Z. 205, 233 (1932). "7 
4. B. Helferich u. 8S. Winkler, Diese Z. 209, 269 (19382). i gl 
5. Weidenhagen, Z. d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 79, 591 (1929). | Ww 














Die Harnsaduresynthese im Vogelorganismus. 
III. Mitteilung. 
Die Harnsduresynthese im Taubenorganismus — eine Purinsynthese. 


Von 
Werner Schuler und Wilhelm Reindel. 
(Mitbearbeitet von A. Lehmer, H. Friedrich und O. Henz.) 
(Aus dem chemischen Laboratorium der mediz. Universititsklinik in Erlangen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. April 1935.) 


Wir konnten') mit tiberlebenden Gewebsschnitten von Vogel- 


_organen im Reagenzglase Harnsiure synthetisieren. Wir konnten 
zeigen, daB diese Synthese bei Henne und Gans sowohl in der 
' Leber als auch in der Niere erfolgt. Bei Verwendung von T'auben- 


organgewebe dagegen fanden wir, dab die Gesamtharnsiuresyn- 


these hier in zwei Teilreaktionen verliuft, deren eine in der 


Leber, deren andere in der Niere vor sich geht. Mit der Leber 
von Tauben konnten wir die fermentative Bildung einer Substanz 
nachweisen, die wir Vorstufe nannten, da sie fiir die Harnsiure- 
synthese notwendig ist und wabhrscheinlich den Kohlenstoff fiir 
das Purinskelett liefert. Mit der Niere von Tauben lieB sich 
zeigen, daB diese die Vorstufe in Harnsiiure zu verwandeln ver- 
mag, daB also nur die Taubenniere zur Harnséiureneubildung 
fihig ist. Endlich konnten wir erweisen, da8 der Stickstoff fiir 
das Purinskelett der Harnsiure von Aminosiuren itiber Ammoniak 
geliefert wird. Die natiirliche Aufteilung der Gesamtharnsiiure- 
synthese bei der Taube in zwei Teilreaktionen und in verschiedene 
Organe la8t zum weiteren Studium der einzelnen Phasen dieser 
Synthese die Verwendung von Taubenorganen als besonders ge- 
eignet erscheinen. 

Versuche iiber die Aufbaureaktion, die zu Harnsiure fiihrt, 
wurden jedoch durch fermentative Abbauvorgiinge des Purinstoff- 
wechsels, deren Endprodukt ebenfalls Harnsiure ist und deren 
vleichzeitiger Ablauf nicht verhindert werden kann, sehr erschwert, 
weshalb wir zunichst orientierende Versuche iiber den Nuclein- 
stoftwechsel bei der Taube angefitellt haben. 
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I. Orientierende Versuche 
iiber den Nucleinstoffwechsel im Taubenorganismus. 


(Mitbearbeitet von Agnes Lehmer). 


A. Die Abbaufihigkeit verschiedener Taubenorgane gegen. 
iiber verschiedenen Purinkérpern war fir die Abtrennung de; 
sogenannten Nucleinstoffwechsels von Reaktionen, die dem Aufbau des 
Purinringes dienen, von besonderer Bedeutung. Nicht nur muBte dabei 
iiberlebendes Gewebe einer diesbeziiglichen Priifung unterzogen werden, 
sondern auch Organpulver, da Teilreaktionen der Harnsiuresynthese, wie 
z. B. die Vorstufenbildung in der Taubenleber oder die Bereitstellung von 
Ammoniak als Stickstoffquelle ebenfalls fermentativ durch Abbau verlaufen, 
sogar nur fermentativy mit Organpulver erfaBt werden kénnen, andernfalls 
die Weiterverwertung tiber das gesuchte Produkt hinausgeht. 

Wir haben Pankreas, Leber und Niere auf ihre Abbaufihigkeit gegen- 
iiber Mononucleotiden (Guanyl-, Hefe- und Muskeladenylsiiure), Nucleosiden 
(Guanosin und Adenosin) und gegeniiber freien Purinen (Guanin, Adenin, 
Xanthin und Hypoxanthin) untersucht und stellen unsere Versuchsergebnisse 
der Kiirze halber in folgender Tabelle zusammen: 


Tabelle I, 






































Abgebaute Substanzen und Abbauprodukt 
Siren. rr a a ' Anhang fiir 
wiediatittiie Nucleoside Freie Purine Sides. 35 9 
Abbauendes |-— Niiiavasaamdasaciodb lites se mdadia 
, Guanylsiure a Verhalten 
Organ Guanin | 
- Hefeadenyl- | Guanosin Xanthin | , von 
siiure : | Adenin V fet 
Muskel- Adenosin pio ” orstu € 
adenylsiure | seen | 
Pankreas: _ | a | 
Schnitte iy | U | U | i) 
Pulver is | Purin | J | 0 rt) 
Leber: | | 
Schnitte 0g g rt | i _ 
Pulver "y ij | ij | U ig 
Niere: a | m | | 
Schnitte U | U | U | ii U 
Pulver Purin | Purin | g 7) — 








Wie aus der Tabelle ersichtlich, hat die Nachpriifung der friiher | 
unter Verwendung des gewohnlichen Autenrieth-Colorimeters angestellten | 


Versuche mit dem weit genauere Resultate liefernden Stufenphotometer 
ergeben, daB die von uns friiher geiiuBerte Ansicht, iiberlebende Leber- 
schnitte vermégen Purine zu Harnsiiure zu oxydieren, nicht zu Recht besteht. 
Leber ist weder imstande Mononucleotide oder Nucleoside zu spalten, noch 
freie Purine zu Harnsiure zu oxydieren. Diese nun feststehende Tatsache 
war fiir unsere Versuche iiber den Reaktionsverlauf bei der Harnsiurebildung 
der Synthese von besonderer Wie eit. 
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: Ebenso vedeutungsvoll fiir unsere spiiter beschriebenen Versuche war 
die aus der Tabelle ersichtliche Tatsache, da8 nur Pankreasgewebsschnitten 


_ die Fahigkeit zukommt, Nucleoside und freie Purine (ausgenommen Adenin) 


‘nicht aber Mononucleotide bis zu Harnsiure abzubauen. 
B. Eine quantitative Bestimmung von Nucleosiden und 


freien Purinen in geringer Konzentration und geringer Menge hat sich 
im Laufe unserer Syntheseversuche als notwendig erwiesen. Auf Grund 
oben erwihnter Fihigkeit von Pankreasgewebsschnitten Nucleoside und 
' Purine (auBer Adenin) zu Harnsiiure abzubauen haben wir Versuche an- 
_ gestellt, mit Hilfe von Pankreasgewebsschnitten kleine Mengen von Nucleosiden 
- und Purinen quantitativ zu bestimmen. Dies war um so wichtiger, als die 
_ bisher gebriiuchliche Methode der Bestimmung freier und gebundener Purine 


nach S.J. Thannhauser und Czoniczer*) gréBere Substratmengen er- 
fordert. 

Quantitative Bestimmungen eingewogener kleiner Purinmengen sowohl 
mit Pankreasgewebsschnitten wie auch mit Thannhausers Methode er- 
vaben, daB mit Pankreasgewebsschnitten die eingewogenen Purinmengen 
quantitativ wieder gefunden wurden, unabhiingig davon, ob die Lésung 
Aminosiiuren und Ammoniak enthielt oder nicht. Dagegen ergaben sich 
mit Thannhausers Methode hiiufig zu niedere Werte, die durch Anwesen- 


heit von Aminosiuren und Ammoniak in der Lésung im Sinne einer Er- 


héhung beeinfluBt wurden. 

Da sich unsere Bestimmungsmethode mit Pankreasgewebsschnitten so- 
mit als sehr brauchbar besonders fiir kleine Substratmengen erwies, haben 
wir hinfort nur mehr unsere Methode in Anwendung gebracht. 

A. Lehmer hat in einer Dissertationsarbeit*) die oben genannten 
Vorziige unserer Bestimmungsmethode freier und gebundener Purine fiir 
deren Bestimmung auch im menschlichen Serum ausgearbeitet. Die Még- 
lichkeit, eingewogene Mengen von Nucleosiden und freien Purinen auch 
im Menschenserum quantitativ wiederzufinden und die Méglichkeit, auf 
diese Weise die Bestimmung schon mit 4cem Serum inklusive Parallel- 
bestimmung ausfiihren zu kénnen, wihrend die Thannhausersche Methode 
zur Bestimmung 40 ccm Serum erfordert, gestattet in Zukunft den 
Gehalt des Serums an freien und gebundenen Purinen (auBer 
Nucleotiden und Adenin) in Serienversuchen neben dem Harn- 
siuregehalt zu bestimmen. 


: II. Weitere Untersuchungen iiber den Reaktionsverlauf beim Aufbau 


von Harnsaure im Taubenorganismus. 


A. Uber die Vorstufe fiir die Harnsiuresynthese. 


(Mitbearbeitet von Hermann Friedrich). 


Die von uns in der Taubenleber nachgewiesene, Vorstufe ge- 
nannte Substanz, die wahrscheinlich den Kohlenstoff fiir das 
Purinskelett der Harnsiure liefert, fiir die Harnsiuresynthese 
notwendig ist aber nur von Nierenschnitten in Harnsiiure ver- 
wandelt wird, versuchten wir née zu charakterisieren. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXXIV. 5 
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1. Unsere Versuche iiber den Nucleinstoffwechsel haben 
ergeben, da die untersuchten Mononucleotide nicht durch 
Pankreas- oder Leberschnitte, wohl aber durch Nierenschnitte zu 
Harnsiiure abgebaut werden. Dieses Verhalten entspricht nun 
vollig dem Verhalten der ,,Vorstufe‘ genannten Substanz. Da 
auBerdem die fermentative Bildung von Vorstufe in der Leber 
auch die fermentative Bildung eines Mononucleotides aus Poly- 
nucleotiden hitte sein kinnen, so muBte die Méglichkeit, dal 
die Vorstufe durch ein Mononucleotid vorgetiiuscht wird, mit aller 
Sicherheit ausgeschlossen und der einwandfreie Beweis erbracht 
werden, da8 die Bildung von Harnsiiure aus Vorstufe (und Am- 
moniak) durch Synthese, die Bildung von Harnsiiure aus Nucleo- 
tiden durch Abbau erfolgt. 


Es war daher nétig, Mononucleotide und Vorstufe in ihrem 
weiteren Verhalten zu untersuchen, wobei sich folgende Tatsachen 
ergaben: 

a) 8stiindiges Kochen mit 2°/, iger Schwefelsiiure spaltet aus 
Mononucleotiden quantitativ Phosphorsiiure ab. Die entstandenen 
Nucleoside oder freien Purine lassen sich mit Pankreasgewebs- 
schnitten nach unserer friiher angegebenen Methode quantitativ 
bestimmen. Bei gleicher Behandlung erleidet Vorstufe keine Ver- 
iinderung. 

b) Nierenpulver vermag aus Mononucleotiden ebenfalls Phos- 
phorsiiure abzuspalten und die entstandenen Nucleoside oder 
Purine lassen sich quantitativ bestimmen. Vorstufe dagegen wird 
durch Nierenpulver nicht verindert. 

c) Uberlebende Leberschnitte lassen bei Kinwirkung auf 
Mononucleotide (Aminonucleotide) manchmal eine Bildung von 
Nucleosiden oder freien Purinen nachweisen. Auch Vorstufe gibt 
bei Einwirkung iiberlebender Leberschnitte manchmal eine Purin- 
vermehrung. Weitere Untersuchungen haben nun gezeigt, dab 
die Purinbildung abhingig ist vom Ernihrungszustand der Tauben 
und die Beachtung desselben hat ein interessantes gegensiitzliches 
Verhalten von Mononucleotiden und Vorstufe aufgedeckt: 


Purinbildung aus Amino—Nucleotiden mit Leber- 
schnitten erfolgt nur bei Verwendung gut geniihrter Tiere, nicht 
bei Tieren, die einige Tage gehungert haben. Diese ganz aut- 
fillige Tatsache laBt sich mit einem fermentativen Abbau von 
Nucleinsiiuren ebensowenig vereinbaren wie unser Befund (vgl. 
Tab. 1, da® Leberpulver Aminéi@ieleotide nicht abzubauen vermag. 
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Purinbildung aus Vorstufe mit Leberschnitten dagegen er- 
folgt nicht bei Verwendung gut genihrter Tiere — wohl aber 
-auffallenderweise bei Tieren, die einige Tage gehungert haben. 
Auf diese frappanten, vorerst unerklirbar scheinenden T'atsachen, 


die sich aber spiter als sehr wichtig und leicht erklirbar heraus- 
stellten, werden wir noch zuriickkommen. 


Vorstufe und Mononucleotide (Aminonucleotide) unter- 
scheiden sich demnach wie folgende Zusammenstellung zeigt: 


Tabelle I. 








8 stiindiges Uberlebende Leberschnitte 
Substrat Kochen mit | Nierenpulver} te ge ae 
” H.SO  o Hungertiere 
2°/, H,SO, nihrter Tiere | 
Ami leotid Nucleoside Nucleoside Nucleoside g 
Amimonucleouce | oder Purin | oder Purin oder Purin 
i ; Nucleoside 
Vorstufe g g§ 8 oder Purine 











Somit ist die Vorstufe genannte Substanz nicht mit 


‘einem Mononucleotid identisch. 


2. Nachdem die Vorstufe als nicht identisch mit Mononucleo- 
tiden erwiesen war, haben wir in erster Linie versucht die Vor- 
stufe dadurch zu kennzeichnen, daB wir eine Reihe von Stoffen, 


die hypothetisch als Kohlenstoffquelle hitten in Frage kommen 
_kénnen, zu Versuchen mit Leber- und Nierenschnitten zugesetzt 


haben. Wir untersuchten das Verhalten von Milchsiure, Tartron- 


_ siure, Mesoxalsiure, Malonsiiure, Glycerin, d-Glucose, d-Ribose, 
_ Harnstoff, Carnosin*), Guanidin, Kreatin, Kreatinin, Glykokoll, 
_ Alanin, Serin, Glycylalanin, Glutaminsiiure, Ornithin, Arginin, 
_ Histidin, Cystin, Aminomalonsiure*), $-Oxyglutaminsiiure*), Oxy- 


glutaminsiurehydantoin*), Reducton*), Uracil. 

AuBer den zugesetzten Aminosiuren entsprechend ihrem 
Aminostickstofigehalt vermehrte keiner der zugesetzten 
Stoffe neugebildete Harnsiure, und kommt also als die 
von uns ,,Vorstufe fiir die Harnsiuresynthese* genannte 
Substanz nicht in Betracht. 

3. Nach genauer Kenntnis des Nucleinstoffwechsels bei Tauben 
haben wir auch unsere friiheren Versuche iiber die fermentative 


*) Die bezeichneten Substanzen yerdanken wir der Liebenswiirdigkeit 
von Herrn Prof. Dr. F. Knoop, Tiibingen. 


5 * 
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Neubildung von Vorstufe einer Nachpriifung unterzogen. Dies 
geschah auch im Hinblick darauf, dab unsere friiheren Versuche 
unter Anwendung des gewohnlichen Autenrieth-Colorimeters durch- 
gefiihrt worden waren und wir unsere damaligen Versuchsergeb- 
nisse mit dem Stufenphotometer, das eine weit genauere Harn- 
siiurebestimmung erlaubt, kontrollieren wollten. 

Kine fermentative Neubildung von Vorstufe mit Leberpulver 
konnten wir bestiitigen und damit die seinerzeit festgestellten 
Ergebnisse sichern. 

Kine fermentative Neubildung von Vorstufe glaubten wir 
friiher auch mit Nierenpulver erzielt zu haben. Die Nachpriifung 
dieser Ergebnisse hat sich nur insoweit bestiitigt, als die Niere 
zwar einen mehr oder minder groSen Betrag an Vorstufe 
enthalt, nicht aber Vorstufe neu zu bilden vermag. Die 
seinerzeitige Annahme einer Neubildung von Vorstufe durch Nieren- 
pulver wurde durch den Abbau von Nucleotiden zu Nucleosiden 
oder freien Purinen vorgetiuscht. 

Die in der Leber entstehende Vorstufe muB also auf 
dem Blutwege in die Niere gelangen, wo sie zum Aufbau 
von Harnsi&ure notig ist. 


B. Uber die Stickstoffquelle bei der Harnsiiuresynthese. 
(Mitbearbeitet von Oswald Henz.) 


Wiahrend fir den Siugerorganismus H. A. Krebs‘) zeigen 
konnte, da8 auBer der Leber auch die Niere — in der Gewichts- 
einheit sogar noch stirker — zu desaminieren vermag, sind Ver- 
suche iiber Desaminierung im Vogelorganismus bisher noch nicht 
durchgefiihrt worden. Wir haben, hauptsichlich im Hinblick auf 
den Ort und den Mechanismus der weiteren Stickstoffverwertung, 
Desaminierungsversuche mit ‘T'aubenorganen ausgefihrt, und 
weiterhin nach dem Verbleib des durch Desaminierung frei ge- 
wordenen Ammoniaks gesucht. 


1. In physiologischer Loésung wurde Alanin mit einem 
NH,—N-Gehalt von 10—15 mg-°/, mit iiberlebenden Gewebs- 
schnitten oder mit Organtrockenpulver 3 Stunden lang bei 40° 
im Thermostaten geschiittelt. In dieser Lésung wie in der gleichen 
ohne Alaninzusatz wurden dann verschwundener Aminostickstoff 
und gebildetes Ammoniak bestimmt. 

Leber und Niere von Tauben erwiesen sich als des- 
aminierungsfihig, Pankreas wnd Muskel nicht. 
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Leberschnitte vermégen etwa 40°/, der zugesetzten Amino- 
siure, Leberpulver nur 18°/, derselben zu desaminieren. Nieren- 
schnitte desaminieren etwa 45°/,, Nierenpulver 28°/, der zu- 
eesetzten Aminosiure. Im Taubenorganismus zeigen sich also 
ijhnliche Verhaltnisse in bezug auf die Desaminierung von Amino- 
siuren wie im Saugerorganismus. Von Leber und Nieren ist die 
Leber, da sie gewichtsmiaBig beide Nieren weit iibertrifft 
der Hauptort der Desaminierung, und diese erfolgt fer- 
mentatiy. 


2. Die sich an die Desaminierungsversuche im Taubenorga- 
nismus anschlieBende Fragestellung war die nach der Verwertung 
des als Ammoniak vorliegenden Stickstoffes. Eigene Versuche 
haben schon friiher gezeigt, da8 Zusatz von Aminosiuren oder 
Ammoniak zu iiberlebenden Nierenschnitten in physiologischer 
Lésung eine vermehrte Neubildung von Harnsiure bedingt, die 
bei Zusatz von Harnstoff nicht erfolgt. Zwar lieB sich demnach 
in diesen Versuchen eine Verwertung von Ammoniak zur Harn- 
siiuresynthese nachweisen, iiber die Art dieser Stickstoffverwertung 
jedoch nur, daB sie nicht itiber Harnstoff erfolgt. 

Um in den Mechanismus der Stickstoffverwertung weiteren 
Kinblick zu erhalten, haben wir sowohl mit Taubennieren wie 
mit Leberschnitten Desaminierungsversuche angestellt und ver- 
schwundenen Aminostickstoff, entstandenes Ammoniak und neu 
cebildete Harnsiiure bestimmt. 

Mit Nierenschnitten ergaben entsprechende Versuche, daB 
der bei der Desaminierung frei werdende Stickstoff teils 
als Ammoniakstickstoff, teils als Harnsaurestickstoff in 
Krscheinung tritt. 

Mit Leberschnitten ergaben dagegen analoge Versuche, daf 
der bei der Desaminierung frei werdende Stickstoff nur 
zum Teil ebenfalls als Ammoniakstickstoff, der Rest 
aber weder in Form von Harnsiure, noch Harnstoff, noch 
Vorstufe auffindbar ist. Erst Untersuchungen, die in ganz 
bestimmte Richtung zielend durchgefiihrt wurden, gaben iiber den 
Verbleib des Stickstoffs Aufschlu8 und werden im folgenden 
Kapitel beschrieben: 


C. Eine Purinsynthese im Taubenorganismus. 


1. Da wir nicht annehmen konnten, daB Ammoniak mit 
seinen giftigen Kigenschaften abnlich wie Vorstufe auf dem Blut- 
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wege in die Niere gelangt um dort erst zur Harnsaurebildung 
verwertet zu werden, haben wir an die Bildung einer Intermediar- 
substanz in der Leber gedacht, die zwischen Vorstufe + Ammoniak 
einerseits und Harnsiiure andererseits steht — an die intermediiire 
Bildung eines Purins. Es wiirde dann die Synthese von Harn- 
siiure nicht direkt erfolgen, sondern iiber ein Purin, das dann 
erst zu Harnsiiure weiter oxydiert wird — ein Gedanke, den wir 
schon zu Beginn unserer Arbeit iiber die Harnsiuresynthese aus- 
gesprochen haben‘), Verwertet die Leber Ammoniakstickstoff zum 
Aufbau eines Purins, so miiBte der Zusatz von Aminosiuren oder 
Ammoniak zu iiberlebenden Leberschnitten eine Neubildung von 
Purin zur Folge haben. Setzten wir zu iiberlebenden Leber- 
schnitten in physiologischer Lésung Alanin oder Ammoncarbonat 
zu, so fanden wir mit unserer Purinbestimmungsmethode nach 
3 stiindigem Schiitteln bei 40° hiufig die doppelte Purinmenge 
wie in Versuchen ohne Zusatz, manchmal aber blieb die Purin- 
vermehrung aus. Erst die Beobachtung des Ernihrungszustandes 
der zu Versuchen verwandten Tauben zeigte, dab: 

Leberschnitte gut genahrter Tiere bei Ammoniak- bzw. 
Aminosiiurezusatz vermehrt Purin zu bilden vermégen — Leber- 
schnitte von Hungertieren dazu jedoch nicht fahig sind. 
Leberpulver auch von gut genahrten Tauben ist zur Purinbildung 
nicht fihig, letztere also eine vitale Zellfunktion. 

Wir konnten also mit iiberlebenden Leberschnitten normal 
ernihrter Tauben nicht nur zugesetzte Aminosiiuren desaminieren 
sondern auch nachweisen, da ein 'eil des Ammoniaks zum 
Aufbau von Purin verwandt wird und daB eine Oxydation 
von Purin zu Harnsaure in der Leber nicht erfolgt, wohl 
aber in der Niere. 

2. Kine Purinsynthese aus Ammoniak als Stickstoffquelle 
setzt die Anwesenheit von Vorstufe als Kohlenstoffquelle voraus. 
Daher miBte nicht nur Zusatz von Ammoniak zu Leberschnitten 
zu einer vermebrten Purinbildung fiihren, sondern auch der Zusatz 
von Vorstufe. 

Zusatz von Vorstufe zu Leberschnitten in physiologischer 
Lésung hat unter den iiblichen Bedingungen eine dem Vorstufen- 
gehalt entsprechende Vermehrung von Purin ergeben, jedoch nur 
bei Verwendung von Leber solcher Tiere, die mindestens 48 Stunden 
gehungert hatten, nicht aber bei normal genihrten Tieren. 

Eine Neubildung von Purin mit Leberschnitten 
konnte also sowohl durch Zusatz von Aminosiuren oder 
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Ammoniak als auch durch Zusatz von Vorstufe erwiesen 
werden*). 

Die Frage, welches Purin hierbei entsteht, bearbeiten wir 
zur Zeit. 

Auf Grund besonders der letztgenannten T'atsachen kénnen 
wir jetzt auch eine Erklirung geben fiir eine Reihe von Besonder- 
heiten der im Vorstehenden erwiihnten Versuchsergebnisse, die wir 
in Kiirze nochmals zusammenfassen: 

a) Leberschnitte gut genihrter Tiere synthetisieren bei 
Ammoniakzusatz Purin, liefern bei Zusatz von Aminonucleotiden eine nur 
dem Aminostickstoffgehalt entsprechende Menge Purin, synthetisieren aber 
bei Vorstufezusatz kein Purin. 

b) Leberschnitte von Hungertieren synthetisierten bei Ammoniak- 
zusatz kein Purin, liefern bei Zusatz von Aminonucleotiden kein Purin, 
synthetisieren aber bei Vorstufezusatz Purin. 

c) Nierenschnitte von gut genihrten und Hungertieren 
synthetisieren nicht immer bei Zusatz von Ammoniak Purin bzw. Harnsiiure. 
Vorstufe wird unabhingig vom Ernihtungszustand jederzeit in Purin bzw. 
Harnsiiure umgewandelt. 

Die Erklirung dieser mannigfachen Tatsachen beim Ablauf der Purin- 
synthese im Taubenorganismus ist iiberraschend einfach: 


Das im Stoffwechsel anfallende Ammoniak ist giftig und lést 
daher die an die vitale Zellfunktion gebundene Purinsynthese aus. 
Voraussetzung fiir die Purinsynthese aus Ammoniak ist die An- 
wesenheit von Vorstufe als Kohlenstoffquelle, die selbst als un- 
giftiges Stoffwechselprodukt den Ablauf der Purinsynthese nicht 
auszulésen vermag. 

Bei normaler Ernihrung steht in der Taubenleber ge- 
niigend Vorstufe fiir die Purinsynthese zur Vertiigung. Ammoniak 
iaus Aminosiuren oder Aminonucleotiden) list die Purinsynthese 
zwecks Entgiftung aus. Zusatz von Vorstufe ist wirkungslos, da 
geniigend vorhanden. 

Beim Hungertier mangelt es an Vorstufe in der Leber. 
Zusatz von Ammoniak (aus Aminosiuren oder Aminonucleotiden) 
kann daher mangels Vorstufe keine Purinsynthese bewirken. Nur 
hei Zusatz von Vorstufe vermag Ammoniak Purin zu synthetisieren. 


*) In einer kiirzlich erschienenen interessanten Arbeit glauben Chro- 
metzka und Gottlebe®) Purinbasen als Muttersubstanz der Harnsiiure im 
Vogelorganismus ausschlieBen zu kénnen. Wir schlieSen uns dieser Ansicht 
an, soweit es sich um Purinbasen handelt, die durch Abbau entstehen. 
Purine, die im Verlaufe der Harnsiiureneubildung synthetisiert werden, 
kénnen nach Tuscheblockade nicht auftreten, da der synthetische ProzeB 
ihrer Neubildung blockiert wird. 
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Beim Nierenvorgang fallt Ammoniak immer durch die Des- 
aminierung an. Vorstufe wird auch bei gut genihrten Tieren nicht 
in der Niere gebildet und ist nur in geringer Menge, soweit auf 
dem Blutwege zugefiihrt, vorhanden. Zusatz von Ammoniak (aus 
Aminosauren) lést, je nach vorhandener Menge an Vorstufe, zwecks 
Entgiftung vermehrte Harnsiiuresynthese aus. Nach Zusatz von 
Vorstufe wird, da diese nur wenig oder nicht, Ammoniak aber 
vorhanden, immer vermehrt Harnsiure synthetisiert. 


Der im Vorstehenden gegebene Kinblick in den Reaktions- 
verlauf bei der Harnsiuresynthese bei der Taube besagt demnach, 
daB die Harnsiuresynthese im Vogelorganismus eigent- 
lich eine Purinsynthese aus Ammoniak und ,,Vorstufe“ 
ist und somit — auBer der Stickstoffausscheidung — 
auch dem Aufbau von Zellkernsubstanz dienen kénnte. 


Betrachtungen iiber Ausscheidungssynthesen. 


Der in vorliegender Arbeit gegebene Einblick in die Reaktions- 
bedingungen bei der Harnsiuresynthese im Vogelorganismus scheint uns 
von grundlegender Bedeutung fiir das Verstiindnis yon Synthesen im tierischen 
Organismus zu sein. 

Der Reaktionsablauf der Harnsiiuresynthese im Vogelorganismus 1]aBt 
sich wie ersichtlich durch Zusatz von Ammoniak oder desaminierbaren Sub- 
stanzen auslésen unabhingig vom Ernihrungs- oder Allgemeinzustand des 
Tieres. Ebenso ist auch die Harnstoffsynthese im Siugerorganismus, wie 
H. A. Krebs und K. Henseleit’) zeigen konnten, durch Ammoniakzusatz 
auslésbar. Beide Synthesen dienen der Ausscheidung von Ammoniak, eines 
fiir den Organismus giftigen Stoffwechselproduktes. Wir méchten daher die 
Harnsiiuresynthese im Vogelorganismus und die Harnstoffsynthese im Sauger- 
organismus als , Ausscheidungssynthesen“ bezeichnen. 

Synthesen, die der Neubildung eines fiir den Kérper nicht jederzeit 
notwendigen Stoffes dienen und die wir als , Aufbausynthesen“ be- 
zeichnen méchten, zeigen ein anderes Verhalten. Der eine von uns konnte 
kiirzlich® *) iiber eine solche Aufbausynthese berichten, iiber die Synthese 
einer dem Adrenalin sehr nahestehenden Substanz, wahrscheinlich Adrenalin 
selbst. Es konnte gezeigt werden, daB der Ablauf dieser Syrthese weit- 
gehend unabhingig von der Konzentration an Vorstufen erfolgt, dagegen 
wesentlich abhingig von der Einstellung des synthetisierenden Organes., 

So erklirt sich, daB Ausscheidungssynthesen verhaltnismaBig leicht, 
Aufbausynthesen nur schwer im Reagenzglase zum Ablauf gebracht werden 
konnen. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Abbaufahigkeit von Taubenorganen gegeniber Purinkorpern. 
Der zu untersuchende Purinkérper wird in geringer Menge (5—10 mg-°/,) in 
Phosphatpuffer gelést und mit den Organgewebsschnitten 3 Stunden bei 
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{0° unter Sauerstoff im Thermostaten geschiittelt. Die Herstellung der Organ- 
schnitte erfolgt wie in friiheren Arbeiten beschrieben wurde, ebenso die Be- 
stimmung der Harnsiure’). 





2285| 2 
Substanz Loésungsmittel Organschnitt | 5 te 2 St 
> = .i £8 @ 
in mg in ecm ™ in mg os a Es 
mano] 5 
B=] e 
0,4 Guanylsiéure . 4 Phosphatp. | 7,4 | 300 Pankreas B 4,3 
0,4 Muskeladenylsre. | 4 zs 7,4 | 300 . i) 4,5 
0,4 Hefeadenylsiure | 4 - 7,4 | 300 i 4,5 
0,2 Adenosin 7-2 - 7,4 | 300 e 2,5 2,9 
0,2 Guanin 4 Glykokollp.| 7,4 | 300 5,3 5,5 
0,2 Adenin ~t4 ” 7,4 | 300 if i) 6,2 
0,8 Xanthin + 0,8 
Hypoxanthin. . | 5 Phosphatp. | 7,4 | 300 . 3,7 3,8 
0,2 Hypoxanthin. . | 4 Glykokollp.| 7,4 | 300 . 6,3 6,2 
1 Guanin . . . . 410 Phosphatp. | 7,2 | 400 Leber i 
1 Adenin ... . 110 “ 7.2} 400 ,, 6 
1 Aemthin. .. . f20 7,2} 400 ,, g 
1 Hypoxanthin. . [10 ¥ 7,2] 400 ,, g 
0,5 guanylsaures 
Kalium ... .]| 5 Krebslésg. | 7,4 | 400 Niere 1,3 3,5 
0,2 Hefeadenylsiiure | 5 Phosphatp. | 7,4 | 300 _,, i,1 1,85 
1 Muskeladenylsre. | 5 a 7,4 | 300, 3,7 9,2 
1 Guanosin .. . | 10 by 7,8 | 300 ,, 3,45 5,25 
1 Adenosin ...{]| 5 ” 7,2 | 200 i, 3,0 11,4 
0,5 Guanin ... . 410 " 7,2 | 400 _,, 4,15 5,5 
1 Adenin ... . 410 7,2 1400 ,, 9 
1 Xanthin. . . . | 10 - 7,2} 400 = ,, 10,05 11,0 
1 Hypoxanthin. . [10 . 7,2 | 400 ,, 11,85 | 12,3 

















Zur Untersuchung der Abbaufihigkeit von Organpulvern werden 
diese in einer Menge von 500 mg im Glasschliffkélbchen mit 10 eem Phes- 
phatpufferlésung py 8,3 (Leerversuch) und mit Zusatz von je 1 mg eines 
Mononucleotids 3 Stunden lang im Thermostaten bei 40° geschiittelt. Sofort 
nach Herausnahme des Versuchs wird aufgekocht, filtriert und anschlieBend 
die Purinbestimmung mit iiberlebenden Taubenpankreasschnitten vorge- 


nommen (vgl. 2.). 




















ia i. | [Pari U-We t : 
Substanz Organpulver ‘ice . Be- 

ie i is abzgl Organ rechneter 

l . € e 

. leerversuch Wert 
1 Hefeadenylsiure . 500 Leberpulver Yy 4,6 
1 Muskeladenylséiure . . 500 - i) 4,6 
1 Hefeadenylsiure .. . 400 Nierenpulver 5,5 4,6 
1 Muskeladenylsiure . . 260 “ 4,35 4,6 
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2. Die Purinbestimmungsmethode mit iiberlebenden Tauben- 
pankreasschnitten (nach Schuler und Reindel) im Vergleich mit 
der chemischen Fallungsmethode nach Thannhauser und Czo- 
niczer (a.a.0.). Zur Bestimmung der freien Purine + Nucleoside wird die 
Lésung als solche oder mit Pufferlésung verdiinnt angewandt: 4 ccm werden 
mit 300 mg iiberlebender Pankreasschnitte einer jungen Taube versetzt und 
3 Stunden im Thermostaten bei 40° geschiittelt. AnschlieBend wird die 
colorimetrische Harnsiiurebestimmung ausgefiihrt. Den so erhaltenen Wert 
abziiglich Pankreasleerversuch bezeichnen wir mit Purin-U. 

a) 8 mg Hypoxanthin + 8 mg Xanthin werden in 200 cem Citratpuffer 
Pu 7,7 gelést. 1. 40 cem der Lésung werden nach Thannhauser und 
Czoniczer behandelt. 2. 4 cem mit iiberlebenden Pankreasschnitten. 

1. 40 cem der obigen Lésung ergeben 4,02 cem n/70- HCI, was 

6,03 mg-°/, Purin-U der Lésung entspricht. 

40 com Lésung + 10 eem Uranylacetat (1,55°/,) ergeben: 

4,0 cem n/70-HCl = 6,0 mg-°/, Purin-U. 
40 cem Lésung + 25 mg d-Alanin: 
4,50 eem n/70-HCl = 6,75 mg-°/, Purin-U. 

40 cem Losung + 25 mg Ammoniumearbonat: 

5,1 ecm n/70-HCl = 7,65 mg-°/, Purin-U. Ber. 9,35 mg-°/, Purin-U. 

2. 2 cem Lésung + 3 cem Phosphatpuffer p,, 7,2 + 300 mg Tauben- 
pankreasschnitte ergeben: 9,25 mg-°/, Purin-U. Ber. 9,35 mg-°/, Purin-U. 

b) 20 ecm Guaninlésung von 5 mg-°/)-Gehalt in Glykokollpuffer wie 
unter a) nach Thannhauser und Czoniczer: 

Gef. 2,25 mg-°/, N Ber. 2,32 mg-°/, N. 
4 cem der Guaninlésung nach Schuler und Reindel: 
Gef. 5,3 mg-°/, Purin-U Ber. 5,5 mg-°/, Purin-U. 

3. Verhalten von Mononucleotiden und Vorstufe beim Kochen mit 
Sauren. a) Guanylsdure. 1,4 mg guanylsaures Kalium in 8 cem Wasser 
+ 1eem n/10-HCl 4 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach Zusatz von 
1 ecem nj10-NaOQH wird die Purinbestimmung nach Schuler und Reindel 
durehgefiihrt. | 

Gef. 4,75 mg-°/, Ber. 4,90 mg-°/, Purin-U. 

b) Hefeadenylsiure. 2 mg Hefeadenylsiiure in 5,9 cem Wasser + 
4,1 eem n-H,SO, (Schwefelsiuregehalt 2°/,). Nach 8stiindigem Kochen unter 
Riickfl. mit 4,1 eem n-NaOH neutralisiert und die Lésung auf 10 cem ein- 
gedampft. AnschlieBend Purinbestimmung wie unter a). 

Gef. 4,0 mg-°/, Ber. 9,2 mg-°/, Purin-(bzw. Nucleosid-)U. 

c) Muskeladenylsiiure. Wie unter b) behandelt. 


— 


Gef. 3,5 mg-°/, Ber. 9,2 mg-°/, Purin-(bzw. Nucleosid-)U. 

d) Vorstufe. Herstellung der Vorstufelésung: vgl. friihere Mit- 
teilung'). Bestimmung des Vorstufegehaltes: mit Taubennierenschnitten als 
Harnsiiure = Vorstufen-U. 

Ist die Vorstufelésung noch purinhaltig, so erhilt man Vorstufen-U 
= U-Wert mit iiberlebenden Nierenschnitten minus U -Wert mit iiberlebenden 
Pankreasschnitten. 


—— 





Versuchs- 
N 


» QS DD 
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I. 10 cem Vorstufelésung werden nach Zusatz von 8 cem n-H,SO, 
8 Stunden gekocht und auf 10 cem nach Neutralisation eingedampft. 

II. 15 cem Vorstufelésung werden mit 12 cem n-H,SO, 7 Stunden lang 
gekocht, nach Neutralisation auf 15 cem eingedampft. 





























i Vorstufe- + Purin-U Vor- 
— Purin-U |. — stufen-U 
_ in mg-°/, in mg-"/o] in mg-°/, 

I Vor Behandlung mit Siure 6,25 1,0 5,25 

Nach Behandlung mit Siure 9,5 4,6 4,9 

Il Vor Behandlung mit Siure 21,5 14,5 7,0 

Nach Behandlung mit Siure 21,5 14,5 7,0 


4. Verhalten von Mononucleotiden und Vorstufe gegen Nieren- 
pulver. Nach Willstitter hergestelltes Nierenpulver im Glasschliftkolben 
in Pufferlésung mit Zusiitzen 3 Stunden lang bei 40° im Thermostaten ge- 
schiittelt, sofort aufgekocht und anschliessend Harnsiiure und Purine be- 
stimmt. 





Zusatz zu 260 mg U-Gehalt 























Losung “ ‘ 
Nr. Lésungsmittel Nierenpulver in mg-°/, 
I 8ecm Phosphatpuffer p,, 8,3 i) 5,95 
II desgl. 0,8 mg Muskeladenylsre. 6,0 
ITT 38cem Phosphatpuffer p,; 8,3 5eem Vorstufelésung 6,85 
Vorstufe und Purinbestimmung. 
x — o > ° a8 
Z Zusatz zu 3 eem - oS |} oo] 3 5] 2 
os en eo Be 
a Phosphatpuffer- Organ Beles es] 8 
3 l6sung py, 7,4 Sel oae|/ el] & 
~— > S 
1 2cem Vorstufelésg. | 300mg Niere — 4,0 
2 2cem_ I 300 mg Pankreas | 16,35 | — 6 vo 
3 2cem II 300 mg ” 20,7 — | 4,385 | 4,6 
4 2 cem III 300 mg “ 15,5 _- i) — 




















5. Verhalten von Mononucleotiden und Vorstufe gegen tiberlebende 
Leberschnitte. Statt Nierenpulver iiberlebende Taubenleberschnitte verwandt. 


a) Gut ernihrte Taube. 





Zusatz zu 600 mg U-Gehalt 














Lésun ‘ ‘ 
Nr. . Lésungsmittel Leberschnitten in mg-/, 
I 10cem Phosphatp. py; 8,3 0 0,3 
II desgl. 1mg Muskeladenylsiiure 0,3 
III desgl. 1,4 mg (NH,),CO, 0,3 
IV desgl. 1,5 mg d-Alanin 0,3 
¥ 5eem Phosphatp. py 8,3 5 ecm Vorstufelésung 0,75 | 
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Vorstufe und Purinbestimmung. 






























































mM r; had = wad 2 
a Zusatz zu 3 ecm lIo~ |} oe fen] 2 
o | S to | HS tol & a ie 
55 Phosphatpuffer- Organ a Bg} ss] 3 
& lésung py 7,4 EalSal*Ele 
> om S om <5) 
> 
1 2 cem Vorstufelésg. | 300mg Niere -—- 2,85 
2 2eccm I[ 300 mg Pankreas 6,2 — p 
3 2eem II 300 mg io 8,3 — 2,1 | 4,6 
4 2ecem III 300 mg - 7,0 — 0,8 
5 2ecem IV 300 mg 9 7,35 | — 1,15 
6 2ecm V 300 mg * 6,55 = 0,7 2,85 
b) Taube nach 3 Tagen Hungern. 
Lésung , Zusatz zu 600 mg U-Gehalt 
Nr. Lésungemittel Leberschnitten in mg-°/, 
I 10cem Phosphatp. py, 8,0 i) i) 
II desgl. img Muskeladenylsdure 7) 
II] desgl. 1,4 mg (NH,),CO, p 
IV 5cem Phosphatp. py 8,0 5 cem Vorstufelésung 6 
Vorstufe und Purinbestimmung. 
| ae ae —ef2.| el. 
a Zusatz zu 3 cem Pe] se} e2] 2 
= 8 Phosphatpuffer- Organ 4 = 3 Ey Ss] 3 
& lésung py 7,4 Sno Ll Sa MELE 
“a a foo © 
- > 
1 2 ccm Vorstufelésg. | 300mg Niere —_ 15) — — 
2 2cem I 300 mg Pankreas 8,76 | — — — 
3 2eem II 300 mg i. 8,76 | — i) 4,6 
4 2cem III 300 mg 9 8,76 — 0 
5 2ecm IV 300 mg ‘9 9,46 | — 1,4 ] 1,5 




















6. Substanzzusatzversuche. a) Die zu untersuchende Substanz wurde 
in Pufferlésung 3 Stunden lang mit tiberlebenden Nierenschniten normal 
ernihrter Tauben geschiittelt: Tartronsiure + (NH,),CO;; d,l-Anilin; 4d,1- 
Serin; d,l-Alanin + Uracil zeigten sich unwirksam. 

b) Die zu untersuchende Substanz wurde unter den iiblichen Bedingungen 
gleichzeitig mit iiberlebenden Leber- und Nierenschnitten geschiittelt: 

Milchsiure + Glykokoll; Tartronsiure + Glykokoll; Milchsdure 
+ (NH,),CO,; Milchsiure + Harnstoff; Guanidincarbonat + Milchsiure; 
Kreatin + Milchsiure + Glycerin; Glykokoll + Glycerin; Arginin; Histidin; 
Aminomalonsiure; §-oxy-Glutaminséure; f-oxy-Glutaminsiurehydantoin 
waren unwirksam. 
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c) Die zu untersuchende Substanz wurde unter den iiblichen Be- 
dingungen zuerst 2 Stunden lang mit Taubenleberpulver, dann mit iiber- 
lebenden Taubennierenschnitten 3 Stunden lang geschiittelt: 


Milchsiure + Alanin; Mesoxalsiiure; Mesoxalsiure + Alanin; Glucose 
4+ Alanin; Guanidincarbonat + Alanin; Kreatin + Alanin; Kreatininhydro- 
chlorid; Ornithin; Histidin + Alanin; Cystin erwies sich unwirksam. 


d) Die zu untersuchende Substanz zuerst 2 Stunden unter den iiblichen 
Bedingungen mit tiberlebenden Leberschnitten, dann nach Aufkochen und 
Filtrieren die Hiilfte der Lésung 3 Stunden lang mit iiberlebenden 
Nierenschnitten behandelt: 

Milchsiure + Alanin; d-Ribose + Alanin; Carnosinnitrat; Glycyl- 
alanin; Glutaminsiiure; Aminomalonsiiure; §-oxy-Glutaminsiiure; §-oxy- 
Glutaminsiurehydantoin; Redukton + Alanin waren unwirksam. 


7. Fermentative Purinbildung mit Taubennierenpulver — keine 
Vorstufeneubildung. Je 250 mg Nierenpulver in 7 cem Phosphatpuffer- 
lisung py 8,3 suspendiert, in einem Falle sofort aufgekocht (Lésung A), im 
anderen Falle nicht (Lésung B). Beide Suspensionen 3 Stunden lang unter 
den tiblichen Bedingungen geschiittelt und anschlieBend Vorstufe und Purin- 
gehalt der Lésungen bestimmt. Zum Vergleich sind in der Tabelle auch 
die Ergebnisse des gleichen Versuchs mit 400 mg Taubenleberpulver in 
8 ecm Phosphatpuffer 8,3 angefiihrt. 

















- Vorstufe- 7 Vorstufen-U 
ede nd a i 
Lésung U — Purin-U Purin . : 
mms lo | in mg-/, |“ MS /o | in mg-%/, | Zunahme 
Niere. 
A (gek.) 4,5 8,2 5,4 2,8 
B (ungek.) 4,5 34,1 31,3 2.8 6 
Leber 
A (gek.) 0,3 9,5 4,3 5,2 | 
5 (ungek.) 0,3 14,8 4,5 10,3 5,1 


8. Desaminierung mit Taubenorganen. Die auf ihre Desaminierungs- 
fihigkeit zu untersuchenden Gewebsschnitte oder Organpulver in Krebs- 
ljsung oder Phosphatpuffer suspendiert. 8 Versuche unter den iiblichen 
Bedingungen: 

1. Organschnitte oder Pulver allein in Pufferlésung. 

2. Aminosiiurelésung allein. 

3. Organ + Aminosiiurelésung. In 1—3 Amino-N-Bestimmung nach 

van Slyke. 


Desaminierter Stickstoff = Summe der Werte von Organleerversuch 
wid Aminosiurelésung minus Wert des Vollyersuchs (Aminosiiure + Organ). 
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In der Tabelle ist der desaminierte Stickstoff als versehwundener Amino- 


stickstoff (NH,-N) bezeichnet. 


sich auf die Menge des zugesetzten NH,-N. 


Die angegebenen Prozentzahlen beziehen 





20 
20 
20 
20 
20 
20 


20 





Lésungsmittel 


in eem 


Krebslésung 


” 


Phosphatpuffer- 


lésung py 8,3 
9 


bP 


Krebslisung 


Gewebe 
in mg 


4) 
Leber 


Leber 
4] 
Leber 


Leber- 
pulver 
0 

Leber- 
pulver 


TT0 
1000 


1000 
1000 


Niere 
rf) 
Niere 
Niere 
4] 
Niere 


Nieren- 
pulver 
4) 

430 Nieren- 
pulver 





770 Leber 





Zugesetzter 
Stott 
i 


d,1-Alanin 
9 
0 
d,l-Alanin 
7 


4] 


d,l-Alanin 


9 


U 
d,1-Alanin 
9? 

4) 
d,1l-Alanin 
9? 


8) 


d,l-Alanin 


99 








NH,-N | Verschwundener 
in NH,-N 


mg-°/, 





in mg-°/, “lo 


| 


5,36 | 


8,01 44 


6,09 34 


168 | 11 


4,91 
15,03 
13,72 
10,87 


6,22 | 41 


15,08 


22.4 8,55 28 





9. Bestimmung von Ammoniak und Harnsdure nach erfolgter 
Desaminierung mit Taubenleberschnitten. 

















Lésungs- Ge- | Zugesetzter | _ ’ , Verschw. Entst. | U-Ge 
mittel webe Stofft NH,-N | NH,-N | NH,-N | NH,-N halt 
: oy |: 0 mg-°/, mg-°/, in 
in eem in m in m 9/ in mg [9 in mg 10 + ene — 0 
& S/o JM i" mg 
20 Krebslsg. | 900 6 5,25 0,56 § 
20 ” j d,l-Alanin 16,09 5.58 1.47 
20 ; 900 15,76 2.03 meateanee ctpaitoe ig 
, ” , 7 34 9 
20 ~~, 900 0 4,61 1,33 6 
20 re 6 d,l-Alanin 13,17 ‘ 
20 . 900 ‘. 15,14 2,38 sit we. § 























10. Bestimmung von verschwundenem NH,-N, entstandenem 
NH,, und entstandenem Purin-N, nach Schuler und Reindel. Frisch- 
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organschnitte oder -pulver werden in physiologischer Lésung unter den 
iiblichen Bedingungen 3 Stunden lang geschiittelt und anschlieBend die in 


der Tabelle aufgefiihrten GréBen ermittelt. 





' 2 _e|Verschw.| Entet. |, 2] Ve 
Lisungs- Zugesetzter| 7% eo | Zs” NH.-N INH.-N| @ & mehrg. d. 
Gewebe 14 gp L, | |, doy Nota PN AMs~ “ST bof Purin-N 
mittel Stofi q = a +» 1 ee i 
; in mg , ; = oA] mg-"/, | mg-/, | 8 5 0) 
in eem inmg-"), |4A_q]14 qa ; — Aj al Ms" lo 
-_ ~~ at) lo coe oF 
20 Krebslsg. | 900 Leber p 4,57 | 1,26 1,25 
9() = a) d,l-Alanin 15,03 2.61 0.63 1,25 
204 900 Leber " 16,99 J 1,89] —- a ee = 
‘ ‘ “ O+5* 
0045 900 Leber f 4,61 | 1,33 0,5 
2) i) d,l-Alanin | 13,17 2 64 - ‘ 
. ’ ’ ; 1,0: 1,25 
» 900 Leber 15,17 | 2,38 = ; — | 1,15 — 
ra) J yd 
20 m 650 Leber- i) 14,15 |] 6 3,08 
pulver 
20 ” g d,l-Alanin | 12,17 0.65 
20 ‘s 650 Leber- - 25,67 | 68 —_ 2,95 i 
pulver 4,1 
20 ‘ 900 Niere p 4,28 | 0,47 0,16 
20 i d,l-Alanin | 13,17 . ‘ 
” - ’ ? 2,69 1,93 . 1,34 
20 . 900 Niere . 14,82 | 3,57 a 1 1,50 <a 
yore ) Oo, 
0” 4 900 Niere o 4,91 | 2,17 0,5 
20 i d,l-Alanin | 15,03 6.92 1.78 0.75 
» 2 900 Niere ‘ 18,72 | 3,95 2. a 
~ ) 
20 ™ 430 Nieren- i 10,87 | 2,7 3,85 
pulver 
20 ‘i i) d,l-Alanin | 15,08 2 55 1.64 
0, 430 Nieren- . as lat ——— | lap 0 
pulver 28 11 


























11. Purinvermehrung durch Zusatz von d-Alanin oderAmmonium- 
carbonat zu tiberlebenden Leberschnitten, bestimmt 1. nach Schuler 
und Reindel und 2. nach Thannhauser und Czoniczer. Uberlebende 
Taubenleberschnitte einer jungen Taube allein und unter Zusatz von Alanin 
oder Ammoniumearbonat 3 Stunden lang in physiologischer Lisung ge- 
schiittelt. AnschlieBend aufgekocht und 1. eine Purinbestimmung nach 
Schuler und Reindel (Sch. u. R.) und 2. nach Thannhauser und 
Czoniczer (Th. u. Cz.) durchgefiihrt. Bei 2. wird dem Versuch, der vorher 
kein Alanin oder Ammoniumcarbonat enthielt, nachtriiglich eine entsprechende 
Menge dieser Stoffe zugesetzt, damit eine Beeinflussung des Resultates ver- 
mieden wird. 


Nacleetna taney 











Lésungsmittel 


in eem 


45 Phosphatpufferl. 
45 99 


Citratpufferl. 


e 
49 ” 


Phosphatpufferl. 


























si we 
Sew] Zugesetzter | eo 
FA =z ‘ > a = 8 
Pu | 3 mn Stoft 3 S 
e"| inm [5s 
~— 
a) Gut erniihrtes Tier. 
8,0 | 2500 6 6 
8,0 | 2500 | 22,5 d-Alanin | 96 
7, 2500 g 1,1 
7,7 | 2500 | 27 d-Alanin | 1,1 
8,0 | 2700 0 i) 
8,0 | 2700 | 11,4 (NH,),CO,] 9 
8,0 | 2150 f 0,5 
8,0 | 2150 | 5,7 (NH,),CO, | 0,5 


8,0 
8,0 
8,0 
8,0 





























b) Tier nach 3 Tagen Hungern. 


2000 
2000 


600 
600 


4) 4) 
11,4 (NH,),CO,| 4 
g 0 


1,4 (NH,),CO,| 6 





, Purinver- 
N 
b =o bb s-O| mehrung 
a ws] 4 5] in mg-?/, 
BE 4/5 E 2|sen.| Th. 
A Fa) rS) A, a oka Cc . 1. 
ial’? yu. R./u. Cz. 
6,3 4,9 
9,1 6,2 2,8 | ] 3 
38 | 6,1 | 
6,5 8,0 2,7 | 1,9 
7,4 8,6 | 
9,4 9,2 2,0 | 0,6 
42 1 42 | 
5,9 5,7 | } 1,5 
5,8 6,3 
5,8 6,4 6 | 0,1 
8,8 — 
8,8 one 8 feat 


12. Purinbildung aus Vorstufe. Taubenleberschnitte unter den ib- 
lichen Bedingungen 8 Stunden lang mit und ohne Vorstufezusatz geschiittelt. 
Lésung aufgekocht und Purinbestimmung nach Sch. u. R. 




















Zu- 
mittel PH schnitte Vor- | 
in cem ip mg stufen-U in mg-° 
in mg-"/, 
a) Gut genihrtes Tier. 
10 Phosphatp.| 8,3 500 Y A 
10 z 8.3 500 2,3 0 
10 : 8,0 500 6 6 
10 - 8,0 500 3,6 g 
b) Tier nach 3 Tage Hungern. 
10 Phosphatp. 8,3 500 i A 
10 . 8,3 500 2,6 i 
10 9 8,3 500 i 1,3 
10 8.3 500 2,2 1,3 

















_ | Purin-U- 
Purin-U Ver- 
’ , | mehrung 
/,]in mg-°/, 1]. 3B 
in mg-°/, 
4,8 
4,8 i 
5,1 
5,1 iJ 
5,4 
8,0 2,6 
7,0 
9,1 2,1 





Losungs- 
mittel 
in eem 





) Phosphat 


99 


a 
die Har 
A. 
den wicl 
| 
und frei 
II. 
Harnsiiu 
A. 4 
fiir die ] 
in der Le 
Mononuc 
Kohlenst 
B. | 
Taubeno: 
i, £ 
fermenta: 
ihrer Gri 
2. I 
in der N 
scheinuns 
der Rest 
stoff auff 
C. A 
iiber Am 
Zellfunkt: 
gewlesen 
wechsel a 
daB Vors 


Hoppe-Se 











Die Harnsiiuresynthese im Vogelorganismus. 81 






































. Zu- , 
Lisungs- Leber- Vorstute gesetztes Purin-U- 
.., | lésungs- ; U Purin-U | Ver- 
mittel PH |schnitte Vor- 1 
i zusatz | stufen-U Jin mg-9/,] in mg-9/, | MeUrUns 
in eem inmg]| . S/o Slots, m 9 
in ccm fin mg-?/, Slo 
) Phosphatp.]| 8,0 500 p i) 0,4 5,8 
he 8,0 | 500 2 2,6 0,4 8,5 2.7 
8,0 | 600 0 " 0,5 8,95 
8,0 | 600 5 2,25 0,5 11,3 2,35 
Zusammenfassung. 


I. Berichten wir im Rahmen unserer Untersuchungen iiber 
die Harnsiiuresynthese im Vogelorganismus: 

A. Uber die Abbaufihigkeit von Taubenorganen gegeniiber 
den wichtigsten Purinkérpern. 

B. Uber eine Mikrobestimmungsmethode yon Nucleosiden 
und freien Purinen neben Harnsiiure. 

If. Konnten wir in den Reaktionsverlauf beim Aufbau von 
Harnsiure im Taubenorganismus tieferen Einblick gewinnen: 

A. Uber die ,Vorstufe* als mutmafliche Kohlenstoffquelle 
fiir die Harnsiuresynthese wurde mit Sicherheit erwiesen, daB sie 
in der Leber fermentativ neugebildet wird, daB sie nicht mit einem 
Mononucleotid und nicht mit einer Reihe hypothetisch angenommener 
Kohlenstoffverbindungen identisch ist. 

B. Uber die Stickstoffquelle und Stickstoffverwertung im 
Taubenorganismus beweisen unsere Versuche: 

1. Da8 Leber und Niere Aminosiuren (und Aminonucleotide) 
fermentativ desaminieren, der Hauptort der Desaminierung aber 
ihrer GréBe wegen die Leber ist. 

2. Da der bei der Desaminierung frei werdende Stickstoff 
in der Niere teils als Ammoniak, teils als Harnsiiure in Er- 
scheinung tritt, in der Leber aber nur zum Teil als Ammoniak, 
der Rest weder als Harnséure noch als Vorstufe, noch als Harn- 
stoff auffindbar ist. 

C. Aus Vorstufe als Kohlenstoffquelle und aus Aminosiiuren 
iiber Ammoniak als Stickstoffquelle konnte eine an die vitale 
Zellfunktion gebundene Purinsynthese in der Taubenleber nach- 
gewiesen werden. Diese Purinsynthese wird durch das im Stofi- 
wechsel anfallende giftige Ammoniak ausgelist — vorausgesetzt, 
daB Vorstufe als Kohlenstoffquelle vorhanden ist. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIV. 6 
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Die Harnséiuresynthese im Taubenorganismus ist 
also eigentlich eine Purinsynthese. 

Die Purinsynthese im Vogelorganismus, die zu Harnsiaure- 
bildung fiihrt, dient ebenso wie die Harnstofisynthese im Sauger- 
organismus (H. A. Krebs und K. Henseleit, a.a.0O.) der Aus- 
scheidung von Ammoniak, eines fiir den Organismus giftigen 
Stoffwechselproduktes. Wir méchten die genannten Synthesen als 
,Ausscheidungssynthesen“ bezeichnen im Gegensatz zu ,,Aufbau- 
synthesen“, die der Neubildung eines fiir den Kérper notwendigen 
Stoffes dienen. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die 
Unterstiitzung bei dieser Arbeit unseren verbindlichsten Dank aus. 
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Uber die Aminosiuresynthese aus Ketosdure 
und die Harnstoffsynthese in der Leber. 


Von 


M. Neber. 


(Aus der Physiologisch-Chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1935.) 


Seit langem ist der Aufbau der Aminosiuren im Tierkérper 
aus Ketosiuren bekannt, wie als erster Knoop durch Fiitterungs- 
versuche nachwies. Knoop hat dann die Aminosiiuresynthese 
auch auf rein chemischem Weg aus Ketosiiure realisiert. Embden 
fiiirte die Aminosiuresynthese in der durchstrémten Leber durch’). 

Der Abbau der Aminosiiuren geht in der Weise vor sich, 
dai die Aminosiuren oxydativ unter Bildung von Ketosiuren 
und Ammoniak desaminiert werden. JDie Ketosiuren werden 
rasch ab- und umgebaut, wihrend das Ammoniak in Harnstoff 
iibergefiihrt wird. Der Ort der Harnstoffbildung ist die Leber, 
wobei nach Krebs und Henseleit*®) das Ammoniak sich mit 
Kohlensiure an Ornithin, unter Bildung von Citrullin, anlagert, 
das weiterhin mit einem zweiten Molekiil Ammoniak in Arginin 
iibergefiihrt wird; letzteres wird durch Arginase in Harnstoff und 
Ornithin zerlegt. Der Ort des Aminosiiureabbaus ist nach Krebs *) 
vor allem die Niere, in zweiter Linie die Leber, nach Londons 
Angiostomieversuchen*) soll hauptsachlich die Darmwand, in zweiter 
Linie die Niere in Betracht kommen. 

Ks gelingt nun auch mit tiberlebenden Leberschnitten die 
Aminosiiuresynthese aus Ketosiiure und Ammoniak zu _ bewerk- 
stelligen, welche Methode dazu beniitzt wurde, einige Bedingungen, 
die zur Aminosiiuresynthese fihren, niiher zu kennzeichnen und 
sie mit der Harnstoffbildung in der Leber in Beziehung zu bringen. 
Das System Ketosiure + Ammoniak steht ja in der Mitte zwischen 
Auf- und Abbau. 





1) Einen kurzen Uberblick iiber den heutigen Stand des Problems des 
Aminosiureauf- und -abbaus gibt Bergel, Diese Z. 223, 66 (1938). 

*) Diese Z. 210, 33 (1932). 5) Diese Z. 217, 191 (19383). 

*) Diese Z. 227, 223 (1934). 
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Versuchsteil. 


Methodik. Als Ketosiiure kommt frische Brenztraubensiiure zur An. 
wendung. Brenztraubensiiure und Ammoniak werden in bestimmten Molari- 
titen in Bicarbonatpuffer mit Leberschnitten geschiittelt und das Verschwinden 
von Ammoniak, Auftreten von Harnstoff und Aminosiuren beobachtet. 

Beispiel. Es werden die einer m/50-Ammoniak (als Ammoncarbonat) 
und m/10-Brenztraubensiiure entsprechenden Mengen in wenig Bicarbonat- 
puffer gelést, lackmus-neutralisiert und auf 15 cem mit Bicarbonatpuffer 
aufgefiillt. Kin abgewogenes zum Schnitte machen geeignetes Stiick Leber 
(1,5 g) wird vollkommen mit dem Rasiermesser zu Schnitten verarbeitet und 
in die obige Lésung gegeben. Dann leitet man O, mit 5°/, CO, in den 
Kolben mit der Fliissigkeit und den Schnitten und schiittelt im Thermo- 
staten bei 38° 5 Stunden. (Wenn nicht anders bemerkt.) Hierauf wird von 
den Schnitten abfiltriert und die Lésung auf Ammoniak, Harnstoff und 
Aminosiure gepriift. Zur Erfassung der Leerwerte werden in gleicher 
Weise Leberschnitte ohne Brenztraubensiiure und Ammoniak behandelt. 

Die Ammoniakbestimmung geschieht in einem aliquoten Teil (5 cem 
der Lésung durch Abdestillation nach Folin in iiblicher Weise in soda- 
alkalischer Lésung nach Zugabe von 2 Tropfen wiBriger Lackmuslisung. 

Zur Harnstoffbestimmung wird in weiteren 5 cem der Lésung die 
Ureasespaltung durchgefiihrt und das entstandene Ammoniak wie vor be- 


' 
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= Amin 
! zu Dl 


gur V 
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: auf d 


stimmt. Die Differenz Urease-Folin — NH,-Folin gibt die Menge Harnstofi. | 


Die Aminosiurebestimmung erfolgt nach van Slyke in der ammoniakfreien 
Lésung, die zur NH,-Bestimmung verwendet wurde. Die alkalische Lisung 
wird mit Essigsiure schwach angesiuert — CO, ausgeschiittelt — und gelangt 
als solche zur van Slykebestimmung. Beziiglich des Mitreagierens von 
Harnstoff vgl. Hoppe-Seyler-Thierfelder, 8. 587 (1924). (Fliissigkeits 
volumen zur NH,- und nachherigen NH,—-N-Bestimmung so wenig wie 
méglich vergréBern, keine alkoholischen Indikatoren verwenden.) Ammoniak 
und Harnstoff bestimmung wurde immer sofort nach Beendigung des Versuclis 
vorgenommen, die van Slykebestimmung nach Abdestillation des Ammoniaks 
am selben Tag. 

Fiir Vergleichsversuche wurden immer Leberstiicke desselben Tieres 
verwendet, um individuelle Schwankungen mdéglichst auszuschalten. Eben- 
falls wurden die Leerwerte der Leber immer mit einem Leberstiick des- 
selben Tieres bestimmt. Nur fiir einige wenige Versuche wurden als Leer- 
werte die Mittelwerte aus vielen Tieren genommen. Helle Fettlebern wurden 
aus den Versuchen ausgeschaltet, da sie immer nur geringe Harnstoff- und 
Aminosiiurebildungen ergaben. Die unvermeidlichen Fehler, die durch dic 
Leerwerte der Leber, durch die hiiufigen Differenzbildungen, durch das 
gelegentliche Zusammenballen der Schnitte beim Schiitteln entstehen, sind 
bei der Beurteilung der Versuche in Betracht zu ziehen und durch Parallel- 
versuche auszubalancieren. Die gré8ten Fehler entstehen bei der Harnstoff- 
bestimmung, da die exakte Erfassung der Leerwerte schwierig ist (Harn- 
stoff in Leber allein vorgebildet und entstanden durch in der Leber 
vorhandenes Ammoniak) und die Voraussetzung, daB durch die Zugabe von 
Brenztraubensiiure und Ammoniak diese Leerwerte nicht veriindert werden, 
nicht ganz erfiillt ist. Auch finden sich in der Literatur Angaben, daB die 
Synthesefiihigkeit der Leber nicht in allen Leberteilen gleich ist. Die 


aerate 


| 


wodu 


in 20 
als N 
Tabel 


wenn 


saure 
lich 3 
das I 
Der § 
mogh 
bau 
seher 
ist di 
trati 
riert 
Man 
giftr 
alley 











TE reat pehaine Ee 


Uber die Aminosiuresynthese aus Ketosiiure usw. 85 


f Aminosiurestickstoffbestimmung nach van Slyke diirfte durchweg etwas 


zu niedrig sein (etwa 20°/,), da verhiltnisméBig groBe Fliissigkeitsmengen 
zur van Slykebestimmung gelangen miissen. Die beobachteten Gesetz- 


é 


mibigkeiten treten aber in den Tabellen klar hervor, um so mehr, als es nicht 


auf die Beobachtung von Absolutwerten, sondern von Differenzen ankommt, 


wodureh die Fehler sich zum Teil wieder eliminieren. 

Die in den Tabellen angefiihrten Zahlen sind immer auf 2 g Leber 
in 20 cem Lésung umgerechnet. Sie bedeuten immer Milligramm Stickstoff 
als NH,-N, Harnstoff-N bzw. Aminosiure-N. Die Leerwerte sind in den 
Tabellen bereits mit beriicksichtigt. Versuchstiere waren Meerschweinchen, 
wenn nicht anders angegeben. 

Grundsatzlicher Versuch. Man kénnte vielleicht erwarten, dab 
die Harnstoffbildung aus Ammoniak bei Gegenwart von Brenz- 
traubensiure, gegeniiber der Aminosiurebildung bei weitem iiber- 
wiegt. DaB dem nicht so ist, zeigt Tab. 1 in einem orientierenden 
Versuch, der zeigt, daB Harnstoff und Aminosiure in der Leber 
im gleichen Maf entstehen kénnen, wenn geniigend Brenztrauben- 
siure vorhanden ist. 

Tabelle I. 
Lisungen 5 Stunden in QO, mit 5°/, CO, bei 38° mit Leberschnitten 
geschiittelt (etwa m/50-NH,). 








Zugegebener| Noch vorhan- | Entstandener | Entstandener 
NH,-N dener NH,-N*)| Harnstoff-N*) NH,-N 


Art der Lésung 


NH,+m/10-Brenz- 


traubensiure . . 5,0 0,4 1,6 1,9 
NH, re 4,9 2,6 2,1 0,0 
m/10 - Brenztrau- 

bensiure. . . . ~~ 0,1 0,5 0,1 














*) Ohne Beriicksichtigung des Leerwertes. 


Man sieht, daB nur mit Brenztraubensiure plus NH, Amino- 
siiurebildung stattgefunden hat. Der Harnstoff entsteht bekannt- 
lich in der Leber aus dem fiir den Organismus giftigen Ammoniak, 
das beim EiweiBabbau in groBen Mengen im Organismus entsteht. 
Der Sinn der Harnstoffbildung ist der, Ammoniak so schnell wie 
méghch aus dem Organismus zu entfernen, um den weiteren Ab- 
bau der aus den Aminosiiuren entstehenden Ketosaiuren vor sich 
gehen zu lassen. Wie die weiteren Versuche zeigen werden, 
ist das tatsichlich der Fall, solange die Ketosiurekonzen- 
trationen nicht groB sind. Im letzteren Falle konkur- 
riert die Aminosiurebildung mit der Harnstoffbildung. 
Man kénnte also auch die Aminosiurebildung als Ent- 
giftungsreaktion auffassen. Die Leber trachtet unter 


» allen Umstainden danach, das Ammoniak wegzuschaffen. 
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Einflu8 der Konzentration an Brenztraubensdure und Ammoniak. 
Tabelle 2. 


Ammoniak plus Brenztraubensiure in verschiedenen Konzen- 
trationen 5 Stunden bei 38° in QO, (mit 5°, CO,) mit Leber- 
schnitten geschiittelt. 

















Zu- Noch vor-}|,.,.; Ge- Summe 
Art der Lésung | gegebener} handener pire ey bildeter der 
NH,-N | NH,-N arpsto™ | NH,-N |3 N-Arten 
NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure . . 12,2 8,5 — 0,2 2,0 ~ 10,5 
NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure . . 6,3 1,3 0,4 2,6 4,3 
NH, + m/25-Brenz- 
traubensiiure . . 6,3 1,0 2,4 1,7 5,1 
NH, + m/50-Brenz- 
traubensiiure . . 6,2 1,8 2,5 11 5,4 
NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure . . 6,0 0,7 0,8 2,8 4,3 
NH, + m/25-Brenz- 
traubensiure . . 5,9 1,3 2,1 1,7 5,1 
NH, + m/50-Brenz- 
traubensiiure . . 5,9 1,7 2,5 0,9 5,1 

















Man sieht deutlich die Zunahme der Harnstoffbildung mit 
abnehmender Brenztraubensiurekonzentration und die Zunahme 


der NH,-Bildung mit steigender Brenztraubensiurekonzentration. + 


Hohe Brenztraubensiurekonzentration verursacht also ein Ab- 
sinken der Harnstoffbildung, wihrend Krebs bei geringen Brenz- 
traubensiiurekonzentrationen eine Steigerung der Harnstoffbildung 
konstatierte. 

Nur unter sehr hohen Ammoniakkonzentrationen geht sowolil 
die Harnstoff- als auch die Aminosiurebildung zuriick. Unter 
diesen Bedingungen kann aber die Leber nicht mehr ihre volle 
Funktion ausiiben, da durch die hohe Ammoniakkonzentration 
zum Teil Vergiftung des Gewebes eingetreten ist. 

Jedenfalls nimmt mit fallender Brenztraubensiurekonzentration 
die Aminosiurebildung ab, wiahrend gleichzeitig die Harnstofi- 
bildung zunimmt, so daB unter mebr physiologischen Bedingungen 
die Harnstoffbildung bei weitem iiberwiegt. Das Ammoniak wird 
schnell als Harnstoff entfernt, der Abbau der Ketosiure findet 
kein Hindernis mehr. Nur bei Uberschwemmung des Organismus 
mit Ketosiure bilden sich in der Leber groBe Mengen von Amino- 
siiuren. Unter diesen Umstiinden kann auch von einer Entgiftung 
des Ammoniaks durch Aminosiiuresynthese gesprochen werden. 
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Aminosaurebildung in Stickstoffatmosphire. [iihrt man die 
Versuche statt in Sauerstoff- in Stickstoffatmosphire durch, so 
verschwindet auch hier Ammoniak. Es sistiert natiirlich die 
Harnstoffbildung, da diese an die Atmung gebunden ist (vgl. 
Krebs a.a.QO). Das verschwundene Ammoniak wird jetzt zur 
Aminosiurebildung verbraucht. Gegeniiber den Versuchen in 
Sauerstoff geht die Aminosiurebildung nur etwas zuriick. Die 
Proportionalitiit mit der Konzentration an Brenztraubensiure ist 
nur undeutlich. 

Tabelle 3. 


Ammoniak plus Brenztraubensiiure in verschiedenen Konzen- 
trationen, 5 Stunden bei 38° in N, mit 5°/, CO, mit Leberschnitten 





geschittelt. 

Zu- Noch vor-|Gebildeter] Ge- Summe 

Art der Lésung | gegebenerj; handener | Harnstcff-| bildeter der 
NH,-N NH,-N N NH,-N | 3 N-Arten 

NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure . . 12,5 10,2 - 0,1 0,6 ~ 10,8 
NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure . . 6,2 4,5 0,0 1,1 5,6 
NH, + m/25-Brenz- 
traubensiure .. 6,9 4,0 0,0 1,4 5,4 
NH, + m/50-Brenz- 
traubensiiure . . 6,8 4,4 0,1 0,8 5,3 
NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure . . 6,0 4,6 0,0 1,6 6,2 
NH, + m/25-Brenz- 
traubensiure . . 5,9 4,9 — 0,2 1,4 ~ 6,3 
NH, + m/50-Brenz- 
traubensiure . . 5,9 4,8 0,0 1,5 6,3 

















Es handelt sich also bei der Aminosiurebildung aus Keto- 
siiure um einen Vorgang, der in Stickstoff nicht verschwindet, 
also nicht an die Atmung gebunden ist. Wenn man von einem 
aminosiiurebildenden Enzym sprechen darf, so ist dessen Wirk- 
samkeit nicht an die Atmungstiitigkeit der Zellen gebunden. Der 
Wasserstofidonator entsteht nach diesem Versuch nicht bei der 


Atmun g. 


Einflu8 von Zeit und Temperatur. Die ‘l'ab.4 zeigt die gleich- 
miBige Aminosiurebildung mit der Zeit noch nach 6 Stunden. 
Gleichzeitig auch Zunahme der Harnstoffbildung. Wiahrend aber 
ie Harnstoffbildung nach 6 Stunden nur mehr wenig zunimmt, 
geht die Aminosiurebildung noch mit unverminderter Stirke weiter, 





88 M. Neber, 







































































Tabelle 4. 4 
Ammoniak plus m/10-Brenztraubensiure, verschiedene Zeiten : 
in O, mit 5°/, CO. mit Leberschnitten geschiittelt. 
Zeit in |Zugegebener| Noch vorhan-| Gebildeter | Gebildeter] Summe der 
Stunden NH,-N  |dener NH,-N | Harnstoff-N | NH,-N | 3 N-Arten 
1 6,3 4,1 = Ot 0,7 ~ 48 SH 
2 6,3 3,4 0,3 1,0 4,7 Bae 
4 6,3 2,5 0,8 1,6 4,9 <H 
6 6,3 2,3 0,9 2,0 5,2 ae 
. . - . . NH 
was wiederum fiir die, nicht an die Atmung gebundene Amino- NH 
siiuresynthese spricht, unter der Annahme, daB nach dieser Zeit 
die iiberlebenden Leberschnitte allmihlich ihre Atmungstitigkeit 
einstellen und absterben. - 
a4 
Tabelle 5. 
NH, + m/10-Brenztraubensiure, 5Stunden in N, mit 5°/, CO, 
mit Leberschnitten geschiittelt. d 
Zeit Zugegebener | Noch vorhandener| Gebildeter Summe der 
in Stdn. NH,-N NH,-N NH,-N 3 N-Arten 
2 6,4 5,2 0,4 5,6 
5 6,4 4,1 1,7 5,8 . - 
Tabelle 6. NH 
NH, + m/20- bzw. m/50-Brenztraubensiure, 5Stunden in N, . 
mit 5°/, CO, mit Leberschnitten geschiittelt. 
Zu- Noch Ge- Summe 
Art der Lésung gegebener| vorhandener | bildeter der ” 
NH,-N NH,-N NH,-N |3N-Arten Ka 
er = — IS = = — ————————_— ~ ~ vie. 
NH, + m/20-Brenztrauben- Ar 
Rs 6 a ee oe eS 6,2 3,7 1,9 5,6 re 
NH, + m/50-brenztrauben- cle 
a. ee 7,1 5,3 0,6 5,9 ern 
s sta 
Auch im Stickstoff Zunahme von Aminosiurebildung mit der Zeit, ne 
ebenso Zunahme mit der Konzentration an Ketosiiure (vgl. Tab. 5 u. 6). iiss 
GroBer Temperaturkoeffizient der Harnstoffbildung. Aminosiure- wp 


bildung bei Zimmertemperatur gleich 0. Der Versuch zeigt deutlich, daB das thr 
aminosiurebildende System dem harnstoffbildenden System den Ammoniak- 

stickstoff wegnimmt. Ammoniak allein mit Leberschnitten geschiittelt  . 
liefert 2,7 mg Harnstoff-N, Ammoniak + Brenzitraubensaure nur 1,0 mg Harn run 
stoff-N, dafiir aber noch 1,5 mg Aminosiure-N (vgl. Tab. 7). | alse 





on 
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Tabelle 7. 


NH, + Brenztraubensdure in O, mit 5°/, CO, 
bei 17 u. 38° 5 Stunden geschiittelt. 














Zu- Noch Ge- | Ge- 
Art der Loésung gegebener| vorhandener} bildeter*) | bildeter 
NH,-N NH,-N Harnstoff-N | NH,-N 
NH, + m/10-Brenztrauben- 
siure bei 38° ..... 5,9 2,6 1,0 1,5 
NH, + m/10-Brenztrauben- 
siure bei 17° ..... 5,9 5,2 0,2 0.0 
| Se 6,2 2,9 2,7 
af: ee | re 6,2 5,7 0,1 














*) Leerwert Leber unberiicksichtigt. 


EinfluB: Zellstruktur. Fiihrt man die Versuche statt mit Leber- 
schnitten mit der gleichen Menge Leberbrei durch, so wird weder Harnstoff 
och Aminosiure gebildet (vgl. Tab. 8). 


Tabelle 8). 
NH, + m/10-Brenztraubensdure, 5 Stunden in O, mit 5°, CO, 
mit Leberbrei geschiittelt. 


Zu- Noch Ge- Summe 





Art der Lésung gegebener| vorhandener| bildeter der 
NH,-N NH,-N NH,-N | 3N-Arten 
\H, + m/ 10- Brenztrauben- 
a 6,0 6,0 0,1 6,1 
NH, + m/ 10 - Brenztrauben- 
siiure (nur enteiweiBt). . . 6.0 6,1 0,0 6,1 














Die Aminosiiuresynthese ist also an die Zellstruktur gebunden. (Nicht 
1 die Atmung.) 


Einflu8: Ornithinzusatz. Nach Krebs ist Ornithin der 
Katalysator der Harnstoffbildung. Tatsichlich gelingt es in 
vielen Fallen, eine wesentlich hédhere Harnstoffbildung aus 
Ammoniak bei Gegenwart von Ornithin zu erzielen. Ist aber 
cleichzeitig Brenztraubensiure zugegen, so findet bei Lebern von gut 
ernihrten Tieren durch Ornithin jetzt keine Harnstofisteigerung 
statt. Die Aminosiuresynthese wird durch Ornithin nicht verindert. 
Die nichste Tabelle zeigt an einem Beispiel zunichst eine gut 
aminosiiuresynthetisierende Leber, bei der der Einflu8 des Orni- 


1) In Leerversuchen ist die zugegebene Menge Ammoniak wieder ge- 
funden worden. Unter den hier eingehaltenen Bedingungen ist 
also die Bildung von Acetylalanin usw. nicht anzunehmen. 
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Tabelle 9. 
NH, bzw. NH, + Brenztraubensdure ohne und mit Ornithin, 
5 Stunden im Thermostaten bei 38° in O, mit 5°, CO, 
mit Leberschnitten geschiittelt. 











Zu- Noch vor-} Gebilde- Ge- Summe 
Art der Lésung gegebener] handener]} ter Harn-} bildeter der 
NH,-N | NH,-N stoff-N NH,-N | 3N-Arten 
NH. at 6,2 2.9 2.8 - 5,7 
NH, + m/4000- Ornithin 6,2 2.8 3.0 5,8 
NH, + m/10-Brenztrau- 
bens&ure. i> s 6,2 0,6 2.0 3,0 5,6 
NH, + m/200- Ornithin 6,2 2.9 2.9 5,8 
NH, + m/10-Brenztrau- 
bensiure + m/ 4000- 
Ornithin. ... 6,2 0.0 2.3 3.9 5.5 
NH, + m/10-Bre mestran- 
beusiure + m/ 200- 
a 6,2 0,3 2.3 2.4%) 5,0* 

















*) Nur giiltig bei Annahme, daB Ornithin nach 5 Stunden noch un- 


veriindert vorhanden ist. 


Diese Leber liBt bei Gegenwart von Ornithin weder mehr Ammoniak 
verschwinden, noch mehr Harnstoff auftreten. Ist dagegen gleichzeitig 
Brenztraubensiiure zugegen, dann verschwinden sehr grobe Menger 
Ammoniak, die jetzt zur Aminosiiurebildung verbraucht werden. Die 
Harnstoffbildung ist bei Gegenwart von Brenztraubensiiure geringer, die 
Aminosiurebildung geht also zum Teil auf Kosten der Harnstoffbildung. 
Die Leber dieses Tieres (gut ernihrtes Tier) enthilt vermutlich bereits 
geniigend Ornithin, so da8 durch weiteren Ornithinzusatz keine Harnstoff- 
steigerung mehr stattfindet. 


rT’ 7 
Tabelle 10. 
Leber einer Katze (aithernarkotisiertes Tier 
(Versuchsanordnung wie in Tab. 9. 











Zu- Noch yor-} Gebilde- Ge- Summe 
Art der Lisung  jgegebener| handener| ter Harn-! bildeter der 
NH,-N | NH,-N j stoff-N | NH,-N | 3N-Arten 


NH. 6,2 2, 


7 2.4 0,1 5,2 

NH, +m 4000-Ornithin 6,2 0,5 ».0 0,1 5,6 
NH, + m/10-Brenztrau- 

bensiure. — 6.3 3.2 0.5 2.0 7 


NH, + m 10- Brenztrau- 
bensiare +m _ 4000- 
Ormitbin. . ... >; 6,3 3,6 0.1 | 21 5.8 

Hier findet bei Gegenwart von Ornithin starke Erhéhung der Harn- 
stoffbildung statt, trotzdem tritt dies bei gleichzeitiger Gegenwart von 

Brenztraubensiiure nicht ein. Mit Brenztraubensiiure verschwindet nicht 
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mehr Ammoniak, dagegen verschwindet die Harnstoffbildung nahezu voll- 
kommen, dafiir tritt aber Aminosiiure-N auf. Die Aminosiurebildung geht 
also hier wesentlich auf Kosten der Harnstoffbildung. 

Ornithin kommt bei Gegenwart von Brenztraubensiiure atch hier 
nicht zur Wirkung, obwohl mit Ammoniak allein starke Erhéhung der 
Harnstoffbildung erfolgt. Man kénnte nun versuchen, das urspriinglich 
schon in den Leberschnitten vorhandene Ornithin auszuwaschen, und dann 
zu versuchen, ob jetzt die Harnstoffbildung aus Ammoniak verschwindet, 
und bei Zugabe von Ornithin wieder auftritt. 


Tabelle 11. 
Leber derselben Katze wie in Tab. 10. Schnitte vor Zugabe der 
Untersuchungslésung 3mal ausgewaschen, nach je '/, Stunde 








Schitteln. 
Zu- |Noch vor-|  Gebil- Ge- Summe 
Art der Lésung: | gegebener| handener| deter Harn- | bildeter der 


NH,-N | NH,-N | stoff-N NH,-N {3 N-Arten 


eee 6,2 5,8 — 0,1 — 0,2 5,3 


NH, + m/4000-Or- 

* | eee 6,2 4,0 1,4 0,1 5,5 
NH, + m/10-Brenz- 

traubensiure . . 6,3 4,0 0,0 | 5,1 


NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure + 
m/4000-Ornithin 6,3 4,3 0,3 0,7 5,8 

NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure + 
m/20-Glucose . . 6,3 3,6 0,6 1,2 5,4 

















Die Tabelle zeigt, daB tatsichlich die Harnstoffbildung voll- 
kommen verschwunden ist, um bei Zugabe yon Ornithin wieder 
aufzutreten. Allerdings ist durch das lange Auswaschen der 
Schnitte allgemeine Schidigung des Gewebes eingetreten. So tritt 
jetzt mit Ornithin nur mehr noch der 3,5te Teil der Harnstoff- 
menge auf, die ohne Auswaschen der Leberschnitte gefunden 
wurde. Ebenfalls hat die Aminosiiurebildung unter dem Aus- 
waschen gelitten, wenn diese auch dem Auswaschen gegeniiber 
resistenter erscheint. 

Die Gegenwart von Glucose ist ohne EinfluB auf die Amino- 
siurebildung. 

Wie die letzten Tabellen zeigen, spielen bei der Harnstoff- 
und Aminosiurebildung noch unbekannte Faktoren eine grofe 
Rolle, denn unter sonst gleichen Versuchsbedingungen ergeben 
sich bei Lebern verschiedener Tiere deutliche Unterschiede im 
Verhalten gegeniiber Brenztraubensiiure und Ornithin. Eindeutig 
zeigt sich aber, daf die Aminosiurebildung aus Brenztrauben- 
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siure und Ammoniak immer in mehr oder minder grobem Mab 
auf Kosten der gleichzeitig aus Ammoniak erfolgenden Harnstoff- 
bildung geht. Ornithin wirkt bei Gegenwart von Brenz- 
traubensiure nicht oder nur undeutlich als Harnstoff- 
katalysator. 

Kiner der vorhin erwihnten Faktoren ist durch den 


EinfluB des Ernahrungszustandes des Versuchstieres 
gekennzeichnet. Dies zeigt die niichste Tabelle an 2 Beispielen. 


Tabelle 12. 
Untersuchung der Leber von Meerschweinchen, die 2 Tage ge- 
hungert hatten. Lésungen wie tiblich 5Stunden in O, mit 5°/, CO, 
mit Leberschnitten geschiittelt. 








Zu- | Noch vor- Gebil- Ge- | Summe 
Art der Lésung: | gegebenerj handener| deter Harn- | bildeter der 


NH,-N | NH,-N | _ stoff-N 


NH,-N {3 N-Arten 


Erstes Tier 


a 6,2 4,2 0,7 0,1 5,0 
NH, + m/4000-Or- 

nithin ..... .| 62 3,3 1,7 0,1 5,1 
NH, + m/10-Brenz- 

traubensiure .. 6,2 3,8 0,3 1,4 5,5 


NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure + 
m/4000- Ornithin 6,2 2,9 1,1 1,4 5,4 

NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure + 
m/20-Glucose . . 6,2 3,8 0,0 1,4 5,2 

Zweites Tier 

NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure . . 6,4 4,1 0,0 1,1 5,2 

NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure + 
m/4000 - Ornithin 6,4 4,0 0,5 1,3 5,8 

NH, + m/10-Brenz- 
traubensiure + 
m/20-Glucose . . 6,4 3,8 | 0,2 1,3 5,3 

















Die Aminosiurebildung ist im Durchschnitt gegeniiber gut- 
ernihrten Tieren verringert. Weiter zeigt sich die Abnahme der 
Harnstoffbildung gegeniiber guternihrten Tieren. (Leber an Or- 
nithin verarmt. Vgl. friihere Tabeilen und Krebs a.a.QO). Bei 
Zugabe von Ornithin tritt wieder Erhéhung der Harnstoffbildung 
ein, diesmal auch deutlich bei Gegenwart von Brenztraubensiure, 
wibrend bei Normaltieren bei Gegenwart von Brenztraubensiure 
keine Harnstoffsteigerung zu erzielen ist. Das heiBt, daB im 
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Hungertier 1. die Tendenz zur Harnstoffbildung aus Ammoniak 
vergroBert, 2. die Tendenz zur Aminosiurebildung vermindert ist. 
Im Hungertier tiberwiegt eben der Abbau gegeniiber dem Aufbau 
der Aminosiiuren, um die weitere fiir den Organismus wertvolle 
Verbrennung der Ketosiure vor sich gehen zu lassen. Sobald im 
Hungerorganismus durch die Nahrung in die Leber Ornithin ge- 
langt, entfernt dieses das Ammoniak vom Aminosiureabbau und 
schafft dadurch giinstige Bedingungen fiir den weiteren Ketosiure- 
abbau. 

Ornithin fungiert also als Regulator der Harnstofisynthese 
und stellt damit das Gleichgewicht zwischen Aufbau von Amino- 
siiuren einerseits und Abbau von Aminosiiuren und Harnstoff- 
bildung andererseits her’), 

Damit erklirt sich auch der Befund der Tabelle 9, in der 
die Leber eines gut ernihrten Meerschweinchens (aiuferst gut er- 
nihrtes Zuchttier, wenig Bewegung) untersucht wurde. Es wurde 
hier starker Ammoniakverbrauch zur Aminosiuresynthese kon- 
statiert, ebenso kein Mehrverschwinden von Ammoniak zur 
Harnstoffbildung bei Gegenwart von Ornithin. Es war also hier 
die Aminosiiurebildungstendenz groB, die Harnstoffbildungstendenz 
vering. Im Hungertier ist es genau umgekehrt, so daB sogar 
bei Gegenwart von Brenztraubensiure die Ornithinwirkung zu- 
stande kommt. 

Ammoniak plus Milchsiéure in der Leber. Schiittelt man 
Ammoniak mit Leberschnitten bei Gegenwart von Milchsiure, 
so tritt ebenfalls Aminosiure auf, aber nur in Sauerstoffatmosphire. 
In Stickstoffatmosphiire verschwindet die Aminosiurebildung gegen- 
iiber den Versuchen mit Brenztraubensiure praktisch vollkommen, 
wie die nachste Tabelle zeigt. 

Tabelle 13. 


Ammoniak plus Milchsiure, 5 Stunden in O, mit 5°/, CO, mit 
Leberschnitten geschiittelt. 








Zu- |Nochvor-| Gebil- Ge- | Summe 
Art der Lisung: | gegebener| handener| deter Harn-| bildeter der 
NH;-N | NH,-N stoff- Ne _ es “NL 3 N-Arten 








NH, + m/10-Milch- 

















siiure in O, 6,2 1,8 1,0 1,8 4,6 
NH; + m/10- -Mileh- 
siure in N,... 6,2 5,5 — 0,1 5,6 


1) DaB zwischen den Stoffen ein Gleichgewicht bestehen muf, hat 
F. Knoop schon 1910 ausgesprochen [Diese Z. 67, 489 (1910)}. 
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Mit Milchsiure findet also in Stickstoff keine Aminosiure- 
bildung statt, im Gegensatz zur Aminosiiurebildung aus Brenz- 
traubensiiure als nicht an die Atmung gebundenem Vorgang, wo 


wohl ein Absinken, aber bei weitem kein Verschwinden der 


Aminosiurebildung festzustellen ist. Der Grund ist sicher darin 
zu suchen, daB in Sauerstoffatmosphire die Méglichkeit des 
Ubergangs von Milchsiure in Brenztraubensiiure gegeben ist, 
in Stickstoffatmosphire aber nicht. 

Die nichste Tabelle erhirtet diese Tatsache, in der die 
Bildung von Aminosiiure aus Milchsiure in O, und N, mit der- 
jenigen aus Brenztraubensiure in O, und N, verglichen wird. 


Tabelle 14. 
Aminosiurebildung aus NH, + m/10-Brenztraubensiure in O, und N,, ver- 
glichen mit der Aminosiiurebildung aus NH, + m 10-Milchsiure 
in O, und N, mit je 5°/, CO,. 











Zu- Noch vor-| Gebildeter | , |. Summe 
Art der Lésun bener} handener} Harnstoff- Gebildeter der 
g |gegebener| handener ito NH.-N 4 
NH,-N | NH,-N N . 3 N-Arten 

NH, + m/10-Brenz- 
traubensiiure in O, . 6,3 3,9 0,7 1,6 6,2 
NH, + m/10-Brenz- 
traubensiure in N, . 6,3 5,0 0,2 0,8 6,0 
NH, + m/10-Milech- 
siure in Q,..... 6,3 3,1 1,1 1,0 5,2 
NH, + m/10-Milch- 
eiure im Ny... .«. 6,3 6,3 - 0,1 6,4 

















Damit ist ein weiterer Beweis dafiir gegeben, dab die Amino- 
siurebildung aus der Ketosiure und nicht aus der Oxysiéure vor 
sich geht, wie dies ja urspriinglich von Knoop schon angenom- 
men wurde. Die Oxysiure kommt als Zwischenprodukt fiir den 
Auf- und Abbau von Aminosiiuren nur in Betracht, wenn sie in 
Ketosaiure iibergefiihrt wird. Gerade in jiingster Zeit haben 
Wieland, Drishaus und Koschara’) neuerdings die von 
anderen Autoren behauptete hydrolytische Desaminierung von 
Alanin an Kohle widerlegt. 

Mit den letzten zwei Tabellen ist gleichzeitig auch der Uber- 
gang von Milchsiure in Brenztraubensiiure in der Leber auf in- 
direktem Wege experimentell gezeigt. 

Zur Frage des Wasserstoffdonators bei der Aminosaurebildung. 
An einigen Beispielen wurde die Aminosiiurebildung in den 


1) Liebigs Ann. 513, 203 (1934). 
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friheren Tabellen bei Gegenwart von Glucose untersucht. Es er- 
gab sich keine deutliche Mehrbildung von NH,-N. Glucose bzw. 
deren Abbauprodukte betitigen sich also vermutlich nicht als 
Wasserstoffdonatoren. In diesem Sinn spricht auch der Versuch 
in Tab. 4. Ebensowenig ergab die Gegenwart von Hydrochinon, 
('ystein und Ascorbinsiure Aminosiuresteigerung. Andere Wasser- 
stoffdonatoren (etwa Phosphorglycerinsiure) wurden nicht unter- 
sucht. 

Bei der Aminosiiuresynthese scheint es sich um einen spezi- 
tischen Donator zu handeln. 


Zur Frage des Stickstoffverlustes beim Schiitteln von Ammoniak 
mit Leberschnitten. In den Tabellen ist als letzte Vertikalreihe 
die Summe von noch vorhandenem NH,-N, gebildetem Harn- 
stoff-N und gebildetem NH,-N angegeben. Bei Durchsicht dieser 
Reihen zeigt sich, daB beim Schiitteln von Leberschnitten in Sauer- 
stoff bei Gegenwart von Ammoniak nicht mehr die ganze urspriing- 
liche Menge zugegebenen NH,-N zu finden ist. Es verschwindet 
also hier NH,, der weder durch Sodafolin (NH,), Ureasefolin (Harn- 
stoff) und NH,-Bestimmung nach van Slyke (Aminosiiure), nach- 
zuwelsen ist. 

Da aber die Zahlen dieser letzten Rubrik aus der Summe von 
Zahlen hervorgegangen sind, die selbst wieder aus Differenz- 
hestimmungen sich ergaben, dirften sie bereits mit ziemlichen 
Fehlern behaftet sein, und es seien deshalb an dieser Stelle keine 
weiteren Folgerungen gezogen, sondern nur auf die Tatsache des 
Verschwindens von NH, hingewiesen. 


Anhang. 


Aminosadurebildung aus Ketosaure und Ammoniak in der Niere. 
Auch Niere bildet Aminosiiure, wenn man Nierenschnitte in der- 
selben Weise wie Leberschnitte mit Brenztraubensiiure + Ammo- 
niak schiittelt. Es verschwindet hierbei Ammoniak und dafiir 
tritt Aminosiiure auf. Auch hierauf sei in diesem Zusammenhang 
nicht niher eingegangen. Nur eine Literaturstelle sei noch an- 
gefiihrt, die noch fiir die Aminosiurebildung in der Niere aus 
Ketosiure und Ammoniak spricht. Krebs’) fand, da beim 
Schiitteln von Nierenschnitten mit Ammoniak und «-Keto-Glutar- 
siiure groBe Mengen Ammoniak verschwinden (Versuch 4 a. a. O.). 


1) Diese Z. 218, 157 (1933). 
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Ebenfalls zeigte letzterer Autor, daB auch in der nicht ver- 
gifteten Nierenzelle Ammoniakstickstoff noch zur Bildung voy 
andersartigen N-Verbindungen verbraucht wird. 


Zusammenfassung. 


1. Aus Brenztraubensiiure und Ammoniak entsteht in der 
Leber (Leberschnitte) neben Harnstoff Aminosiure. Bei guterniili- 
ten Tieren tritt bei groBem Ketosiiureangebot Aminosiure in 
gleicher Menge wie Harnstoff auf, so daB man nicht nur yon 
einer Entgiftung des NH, durch Harnstoffbildung, sondern aucli 
einer solchen durch Aminosiurebildung sprechen kénnte. Bei ge- 
ringen Brenztraubensiurekonzentrationen iiberwiegt die Harnstoti- 
bildung. 

2. Die Aminosiurebildung geht mehr oder weniger auf Kosten 
der Harnstoffbildung. 

3. Im Hungertier ist Aminosiiure- wie Harnstofibildung ver- 
ringert. Doch ist die Tendenz zur Harnstoffbildung eher ver- 
gréBert. Ornithin wirkt dabei als Regulator. Es gilt also fiir 
das System Brenztraubensiure + NH, in der Leber folgendes: 
Im Hunger erhéhte Abbautendenz. Bei guter Ernihrung erhdhte 
Aufbautendenz. Die Aminosiurebildung verringert sogar die Harn- 
stoffbildung. 

4, Milchsiure hat nicht die Fahigkeit, in der Leber Amino- 
siure zu bilden. Die Oxysiiure kann nur auf dem Umweg iiber 
die Ketosiure in die Aminosdure iibergehen. 

5. Die Aminosiuresynthese ist an die Zellstruktur gebunden, 
aber nicht an die Atmung. Die Energie zur Synthese muB anders- 
artigen Reaktionen entstammen. 

6. Es wird héchstwahrscheinlich gemacht, daB Ammoniak 
noch zu einer unbekannten Reaktion im geringen MaB verbrauclit 
wird, 
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Versuche zur Synthese von Porphyrinen 
mit ungesattigten Seitenketten 
und einige Umsetzungen vinylsubstituierter Pyrrole, 
insbesondere mit Diazomethan und Diazoessigester’). 
Von, 
Hans Fischer und Charles E. Staff. 


Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April i935.) 


Die Synthese von Porphyrinen und Himinen mit ungesiittig- 
ten Seitenketten liBt sich bis jetzt nur auf indirektem Wege 
durchfiihren, entweder ‘durch Umwandlung des Acetylrestes auf 
dem Umweg iiber das Carbinol zur Vinylgruppe*) oder durch 
Curtiusschen Abbau der Propionsiurehydrazide bzw. -azide iiber 
das entsprechende Athylamin, das dann durch Hoffmannschen 
Abbau in die Vinylgruppe iiberfiihrbar ist.*) Trotzdem bietet die 
direkte Synthese von Porphyrinen mit ungesiittigten Seitenketten 
croBes Interesse und deshalb wurde die relativ leicht zugiingliche 
2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-fumar- bzw. -maleinsiiure einer 
niheren Untersuchung unterzogen, und zwar zunichst die «-stiin- 
dige Methylgruppe zu bromieren versucht. Dies gelang nicht. Ks 
wurde jedoch ein interessanter Nebenbefund erhoben, insofern, als 
ein neuer Kérper entstand und zwar 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy- 
pyrrol-3-maleinsiureanhydrid (1). 

H,C 


I 4,¢,00c_ P= =a hes 
NH O 
H,C — 


| | | Tay i Y 
IT ve COOH COOCH, COOH = COOCH, = III 
NH 

















1) 34. Mitt. zur Kenntnis der Porphyrine; 33. Mitt., Diese Z. 229, 
93 (1984). 

*) H. Fischer u. K. Zeile, Liebigs Ann. 468, 98 (1928). 

5) H. Fischer u. E. Haarer, Diese Z. 229, 55 (1934). 
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Bei der Reaktion ist Umlagerung in die Cis-Form eingetreten, 
denn das Ausgangsmaterial ist die Fumarsiiure, wie aus den weite- 
ren Ausfiihrungen hervorgeht. Die Ausbeute betrug nur 50°). 
Wahrscheinlich wird zuerst ein Teil des Pyrrols bromiert, der die 
beobachtete lebhafte Bromwasserstoffentwicklung bedingt und der 
entstandene Bromwasserstoff bewirkt dann die Umlagerung zur 
Cis-Form und Anhydrisierung. Aus dem Anhydrid liBt sich die 
freie 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-maleinsiure leicht gewin- 
nen durch Aufnehmen in Sodalésung und Ausfillen in verdiinn- 
ter Schwefelsiiure. ,fumar-“ und ,,Maleinsiiure“ unterscheiden 
sich scharf durch den Schmelzpunkt. Die ,.Fumarsiiure“ schmilzt 
bei 255—257°, die Maleinsiiure bei 208°, wobei Anhydridbildung 
eintritt. Auch durch Kochen des Anhydrids in Methylalkohol 
wurde der Ring aufgespalten und es entsteht der Monomethyl- 
ester der 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-maleinsiure (II); wahr- 
scheinlich liegt der Ester der w-Carbonsiiure vor, wie aus der 
analogen Anhydridaufspaltung des Phenylbernsteinsiiureanhydrids 
mit Methylalkoholzu Phenylbernsteinsiiure-w-methylester geschlossen 
werden kann.!) 

Durch Kochen des Anhydrids mit Methylalkohol unter Zn- 
satz von Bromwasserstofisiiure erhilt man den Dimethylester der 
2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol-3-maleinsiiure (ITT). 

Dieser schmilzt bei 133° und unterscheidet sich also scharf 
von dem Ester des primiren Kondensationsproduktes aus 2,4-Di- 
methyl-5-carbiithoxypyrrol und Acetylendicarbonsiiure, der bei 
125° schmilzt und demgemé8 die ,,Fumarsiiure“ sein muB; der 
Mischschmelzpunkt ergibt eine Depression. 

Nachdem die Bromierung der Fumarsiiure miflungen war, 
wurde mit ihrem Dimethylester ([V, 5. 99) weitergearbeitet, weil 
dieser relativ leicht zugiinglich ist, sowohl durch Veresterung mit 
Methylalkohol—Chlorwasserstoff wie Dimethylsulfat oder Diazo- 
methan. Wie zu erwarten war, entstand bei der ersteren Methode 
ein Gemisch wechselnder Zusammensetzung. Durch langsame 
Kiihlung einer nicht sehr konzentrierten Lésung entstanden derbe 
Krystalle, welche, da verschieden gefiirbt, mit einer Pinzette leicht 
zu trennen waren. Die so gewonnenen Krystalle dienten dann 
als Impfkrystalle fiir die weitere Trennung. Beide Kérper wurden 
nach Isolierung fiir sich 6fters umkrystallisiert. So gelang es, 
den Dimethylester der 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol-3-malein- 


) R. Anschiitz, Liebigs Ann. 354, 121 (1907). 
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siure (III), welcher durch Mischschmelzpunkt identifiziert wurde, 


~ yon dem Dimethylester der 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3- 


' fumarsiure (IV) zu trennen. Letzterer wurde durch Analyse und 


of 
oe 
a 


durch Mischschmelzpunkt mit dem Ester aus der Veresterung 
mit Diazomethan identifiziert. Miteinander gaben die isomeren 
ster wie erwihnt Mischschmelzpunktsdepression. Die Veresterung 
mit Dimethylsulfat ging gut und einheitlich, vorzuziehen ist aber 
jene mit Diazomethan, die noch schneller geht. Bei lingerer 
Kinwirkung tritt sekundir Pyrazolinbildung ein (vgl. S. 105). 

Die Bromierung des 2,4-Dimethyl-5-carbi athoxypytrol- 3-fumar- 
siiuredimethylesters “V) ging am besten in absolutem Ather, wo- 
hei die Hauptmenge des bromkérpers beim Stehen auskrystalli- 
siert. Sie gelingt auch in Chloroform und EKisessig bei 60°. Die 
Analyse des Bromkérpers stimmt auf den Kintritt von 1 Atom 
Brom zum 2-Brommethyl-4-methyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumar- 
siiuredimethylester (V). 





COOCH, 
| 
H,¢;—y ‘i. - Br = OCH, = VI 
V 7 “ 
H,0,00C\__}CH,Br doo, Br=H = TI\ 
Na 


Der Bromkérper wurde zur weiteren Charakterisierung in 
den 2-Methoxymethyl-4-methyl-5-carbithoxypyrrol-2-fumarsiure- 
dimethylester VI und den 2-Anilinomethyl-4-methyl-5-carbiithoxy- 
pyrrol-3-fumarsiuredimethylester iibergefiihrt. Um die Lage des 
Bromatoms festzustellen, wurde der Methoxymethylkérper mit 
Natriumamalgam hydriert zum 2-Methoxymethyl-4-methyl-5-carb- 
‘ithoxypyrrol -3-bernsteinsiiuredimethylester (VII), welcher auch 
— wie spiter gezeigt wird — aus dem 2-Brommethyl-4-methyl- 
5-carbiithoxypyrrol-3-bernsteinsiuredimethylester erhalten wurde, 
bewiesen durch Mischschmelzpunkt (vgl. 8. 103). 





COOCH, 
| 
H,C;—,—© C—COOCH, 
VII | H H, 
H,C,00C0\ _!\CH,OCH, 


Ya 
Durch Kochen mit Wasser sollte der 2-Brommethyl-4-methyl- 
)-carbithoxypyrrol-3-fumarsiiuredimethylester in das 4, 4’-Dimethyl- 
),0’-dicarbiithoxy-3,3’-pyrromethan umwandelbar sein. Es entstand 


ein schén krystallisierter Kérper, dessen Molekulargewichtsbestim- 
mung nach Rast einen Wert gab, der nur auf einen Pyrrolkern 


7? 
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stimmt. Auch andere Pyrromethan-Darstellungsmethoden, wie 
Kochen mit Methylalkohol, auch mit Zusatz von Bromwasserstof- 
siiure, sowie Benzol mit Zinkstaub, waren erfolglos. 

In der Hoffnung, Kérper zu gewinnen, die als Ausgangsmaterial 
fiir Methane oder Methene dienen konnten, wurde die q@-stiindige 
Methylgruppe der Sulfurylchloridreaktion unterworfen. Die Ein- 
wirkung von 1 Mol Sulfurylchlorid auf die absolut ‘itherische 
Lésung des 2, 4-Dimethyl-5-carbithoxy pyrrol-3-fumarsiuredimethy]- 
esters (IV) fiihrte zu dem schén krystallisierenden 2-Chlormethy|- 
4-methyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiiureester. Da das Chloratom 
in die «-Methylgruppe eingetreten war, wurde festgelegt durch 
Uberfiihrung mit Methylalkohol i in den 2-Methoxymethyl-4-methyl- 
5- carbiithoxypyrrol- 3-fumarsiuredimethylester (VI) und durch die 
Mischschmelzpunktsbestimmung mit dem vorher gewonnenen 
Kérper (VI). Verkochen des Monochlorkérpers in Wasser gab den- 
selben Koérper wie den aus dem Verkochen des 2-Brommethy]- 
4-methyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiiuredimethylesters(V). Leider 
ist die Ausbeute relativ schlecht, so daB die nihere Untersuchung 
zuriickgestellt werden muBte. Die Einwirkung von 2 Mol Sul- 
furylchlorid fiihrt zu dem 2-Dichlormethyl-4-methyl-5-carbithoxy- 
pyrrol-3-fumarsiiuredimethylester. Auch hier gab das Verkochen in 
Wasser und Methylalkohol keine eindeutigen Resultate. Mit 3 Mol 
Sulfurylchlorid erhailt man den 2-Trichlormethyl-4-methyl-5-carb- 
ithoxypyrrol-3-fumarsiuredimethylester, welcher durch Kochen 
in Wasser in den 4-Methyl-5-carbithoxypyrrol-2-carbonsiure- 
3-fumarsiiuredimethylester (VIII) iibergefiihrt wurde. Durch Diazo- 











Sp00H, COOH 
od Te 6— on H,G7 —_,—C-——CH 
| | 
H,C,000\_ ae Goocn, Hoocl _Jcu, COOH 
NH 
VII IX 


methan lift sich die @-stiindige Carboxylgruppe verestern. Es 
wurde versucht, die Saure (VIII) in 2-Stellung zu decarboxylieren, 
um weitere Kondensationen, sei es mit dem oben beschriebenen 
a«-Brommethylpyrrol oder mit Formaldehyd—Salzsiiure oder mit 
Pyrrolaldehyden, in Reaktion zu bringen. Alle diese Versuclie 
und die Decarboxylierung verliefen negativ. 

Trialkylierte, in ¢-Stellung monocarbithoxylierte Pyrrole lassen 
sich sowohl direkt, wie nach der Verseifung zur Carbonsiure 
mit Formaldehyd—Salzsiure in Pyrromethane iiberfiihren, mit 





Amé 


. Pp yr 


pyr 


met: 


ig 
As 
ie 
4 


lung 


lich. 
deca 
dire 
ziele 
-Ca 
mi 
die 

3-fu 
Nati 
halt 
vom 
slon 
Trin 
siur 


Fum 
schi 
lich 

este! 


oxy] 
mit 
Este 


Erfo 
Pory 
sewl 
3-fus 


— 








72) 


Oo ef & a 





ie 
4 


Versuche zur Synthese von Porphyrinen usw. 101 


- Ameisensiiure in Methene; ebenso gelingt ihre Kondensation mit 


Pyrrolaldehyden. Deshalb wurde die 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy- 
yrrol-8-fumarsiure mit Natronlauge verseift und die 2,4-Di- 
methylpyrrol-5 -carbonsiure-3-fumarsiiure (IX) bei starker Kiih- 
lung gefallt. 

Der Trimethylester der Siiure ist mit Diazomethan zuging- 
lich. Es gelang nicht, die Saiure ohne weitere Zersetzung zu 
decarboxylieren und es gelang ebenfalls nicht, Pyrromethanbildung 
direkt aus der Siure durch Formaldehyd und Salzsiure zu er- 
zielen. Ein Versuch, die Siure mit 2-Brommethyl-4-methyl- 
}-carbiithoxypyrrol-3-fumarsiiuredimethylester (V) zu kondensieren, 
miglang. Um die Fumarsiureseitenkette intakt zu halten, wurde 
die @-Carbiithoxygruppe des 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol- 
3-fumarsiiuredimethylesters (1V) zu verseifen versucht. Mit 1 Mol 
Natriumhydroxyd wurde eine sublimierbare Monocarbonsiure er- 
halten. Durch Veresterung mit Diazomethan wurde ein Ester 
vom Schmelzp. 125° erzeugt, der keine Mischschmelzpunktsdepres- 
sion mit dem unverseiften Ester (IV) gab, wohl aber mit dem 
Trimethylester der 2,4-Dimethylpyrrol-5-carbonsiiure-3-fumar- 
siiure (LX). 

Dadurch wurde die Lage der freien Carboxylgruppe in der 
Fumarsiiureseitenkette bewiesen und nach der Arbeit von An- 
schiitz}) tiiber die analoge Phenylbernsteinsiure liegt wahrschein- 
lich der 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-fumarsiure-«-methyl- 
ester (X) vor. 











COOCH, H,C,— ence 
ity 7 | | | 
‘ ) | H,C,00C\_JCH, ot J=0 
H,C,000L CH, COOH NH N 
NH C,H, 
x XI 


Mit 2 Mol Natriumhydroxyd trat Verseifung der beiden Carb- 
oxylgruppen der Fumarsiiuregruppe ein, wie durch Veresterung 
mit Diazomethan und Mischschmelzpunkt mit dem unverseiften 
Kster (IV) bewiesen wurde. 

Da auf dem Weg der partiellen Verseifung des Esters kein 
Krfolg beschieden war, wurde versucht, ein Derivat des gewiinschten 
Porphyrins darzustellen, um daraus das Porphyrin selbst zu 
gewinnen. Beim Erhitzen der 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol- 
3-fumarsiure bzw. deren Dimethylester (IV) auf 160—170° mit 





') Liebigs Ann. 354, 129 (1907). 
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Anilin tritt Umlagerung und Wasserabspaltung zu einem Kérper 
ein, der nach der Analyse 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-ma- 


leinanil (XI) ist. Dieselbe Umsetzung konnte auch mit Erfolg auf 


die 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiure und den 
2,4 - Dimethyl-5-carbithoxypyrrol - 3 - methylmalonsiureiithylester 
iibertragen werden, wobei im letzteren Falle nur eine Estergruppe 
gegen den Anilinrest getauscht wurde. 

Die Verseifung der a@-Carbiithoxygruppe des Kérpers (XJ) 
gelang leicht mit Natronlauge. Die ausgefillte Siure wurde, weil 
sie sich nicht umkrystallisieren lift, durch ihren Methylester 
charakterisiert. Aus dem 2,4-Dimethylpyrrol-5-carbonsiiure-3-ma- 
leinanil konnte mit Formaldehyd und Salzsiiure ein Korper er- 
halten werden, der in allen gewohnlichen Lésungsmitteln unléslich 
war und sich nicht weiter verarbeiten lieB. Es wurde ohne Er- 
folg versucht, den Kérper in Chloroform zu bromieren. Die Ver- 
seilfung der Anilgruppe gelang weder beim Kochen mit doppelt 
Normal-Natronlauge, noch konzentrierter Salzsiure, noch durch 
Stehen in 50°/,iger Schwefelsiure und methylalkoholischem Chlor- 
wasserstofi. 

Die Bromierung des 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-malein- 
anil (XI) in Chloroform mit 1 Mol Brom fiihrte zu einem Mono- 
bromkirper, der mit Methyl- und Athylalkohol kein Umsetzungs- 
produkt gab. In ihm ist das Halogen sehr fest gebunden und 
dem Bromkérper wird daher wahrscheinlich Konstitutionsformel X11] 
zukommen : 








H,C, ————— Br 
| | | 
XI H,C,00C\__JCH; Om =0 XIII CH, = CH,Br 
NH N 
C,H, 


Mit zwei oder mehreren Mol Brom wurde ein zwei Brom- 
atome besitzender Kérper XIII erhalten, der mit Methyl- und 
Athylalkohol Methoxy- und Athoxyverbindungen gab. Demnach 
muB8te das zweite Bromatom in die «-Methylgruppe eingetreten sein. 


Ein Versuch, diesen Bromkérper durch Verkochen in Pyromethan 
iiberzufiihren, miBlang. 

In Formel XII ist wegen der groben Haftfestigkeit das eine Brom- 
atom an der Doppelbindung des Maleinimidkerns angenommen. Nicht aus- 
geschlossen wire auch der Sitz in der p-Stellung des Phenylkerns, da Acet- 
anilid auch bei der Bromierung zunichst nur in p-Stellung aufnimmt’). 


1) Vel. Beilstein, Band XII, S. 239. 
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Allerdings lassen sich dann durch energische Behandlung weitere Brom- 
atome in den Phenylkern beim Acetanilid einfiihren. 

Auffallend ist die Unméglichkeit, in dieser Reihe, von den 
an sich reaktionsfahigen Brommethylkérpern zu den entsprechen- 
den Pyrromethenen zu gelangen. Vielleicht bewirkt die relativ 
komplizierte ungesittigte Seitenkette, insbesondere bei den Malein- 
siiurederivaten, eine sterische Hinderung. 

Oben haben wir den 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol-2-bern- 
steinsiuredimethylester erwahnt, dessen freie Siiure bereits fiir 
die Synthese eines carbiithoxylierten Koproporphyrins beniitzt 
worden war’), und zwar zur Synthese des 1,4,5,8-'l'etramethyl- 
2,3,6, 7-tetrabernsteinsiiureporphins. Der Ester erwies sich fiir 
die Synthese als auBerordentlich geeignet. Er lift sich in aus- 
gezeichneter Ausbeute in den e-Brommethylkérper iiberfihren, 
aus dem der neue 2-Methoxy-4-methyl-5-carbithoxypyrrol-3-bern- 
steinsiuredimethylester (VII) (vgl. S. 99), erhalten wurde. Aus dem 
Bromkérper wurde der 4,4’,5,5’-Dicarbithoxypyrromethen-3, 3’-di- 
bernsteinsiuretetramethylester in guter Ausbeute erhalten. Von 
hier aus gelang es, die Uberfihrung in obiges Porphyrin in bezug 
auf die Ausbeute bis auf 30°/, zu steigern, so dab der Tetra- 
methyl-tetrabernsteinsiiureporphin - oktamethylester jetzt relativ 
leicht zuginglich ist. Sein Himin krystallisiert gut. Der Abbau 
zum Koproporphyrin II wurde wiederholt und die seinerzeitigen 
Befunde bestitigt. Auffallenderweise miblang die Kondensation 
mit Anilin, die 8. 102, bei der 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol- 
5-bernsteinsiiure glatt geht. 

Weiter wurde das oben beschriebene 'Tetramethyl-tetrabern- 
steinsiureporphin mit Chrom—Schwefelsiure oxydiert. Bei den 
ersten beiden Versuchen wurde die Oxydation bei Zimmertempe- 
ratur in 50°/,iger Schwefelsiure durchgefiihrt. Beim ersten Ver- 
such wurde die Liésung zuniichst mit festem Atzkali alkalisch 
semacht und mit Ather extrahiert. Beim zweiten Versuch wurde 
die Lésung (sauer) direkt extrahiert. In beiden Fiillen wurde in 
guter Ausbeute ein Kérper von der Zusammensetzung C,H,O, 
— das Anhydrid der carboxylierten Hiimatinsiiure XIV — erhalten. 


COOH 
| 
CH——CH,—COOH 





o— 





XIV | 
0O=_ Y=0 


) Diese Z. 229, 93 (1934). 
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In einem dritten Versuch wurde in 40°/,iger Schwefelsiure 
bei 0° oxydiert. Dabei wurde in guter Ausbeute eine carboxy- 
lierte Hiimatinsiure vom Schmelzp. 198° erhalten, die also obiger 
Saiure entspricht, nur daB an Stelle des Anhydrid—Sauerstoffs die 
Imidgruppe steht. Die Analyse bestiitigte die Zusammensetzung. 
Beim Mischschmelzpunkt mit carboxylierter Himatinsiure aus 
Uroporphyrin trat eine entscheidende Depression auf 165° ein, 
wihrend die natiirliche Siéure erst bei 178 —179° schmolz und die 
obenerwiihnte Bernsteinsiure bei 195°. Nachdem auch mit der 
entsprechenden Malonsiiure') eine eindeutige Depression beobachtet 
war, bleibt fiir die Stellung der vier, gegeniiber dem Kopropor- 
phyrin iiberzihligen Carboxylgruppen nur noch die 8-Methylgrupye 
iibrig, d. h. die bis jetzt immer als unwahrscheinlich abgelehnten 
Essigsiurereste”) miissen dennoch im Uroporphyrin vorhanden 
sein, es sei denn, daB Uroporphyrin optisch aktiv*) ist und dadurch 
die Abweichungen bedingt sind. Selbstverstiindlich ist die Syn- 
these der einschligigen Haimatinsiiure sowie des Uroporphyrins in 
genannter Richtung in Angriff genommen. 

Mit 2,4-Dimethyl - 5-carbiithoxypyrrol - 3-bernsteinsiuredi- 
methylester wurden einige weitere Umsetzungen versucht. Mit 
2 Mol Sulfurylchlorid in absolutem Ather und Verkochen des ent- 
standenen Dichlorkérpers in Methylalkohol wurde der 4-Methy|- 
5- carbithoxypyrrol-2-aldehyd - 3-bernsteinsiiuredimethylester (XV) 
erhalten. 


COOCH, COOCH, 
ne CH—CH,—COOCH, H,C) —;—CH—CH,—CO0cH 
| 
H,C,000, CHO H,C,000\__coocH, 
NH NH 
XV XVI 


Der Aldehyd wurde durch Oxim und Semicarbazon charak- 
terisiert. Durch Umsetzung mit 3 Mol Sulfurylchlorid in absolutem 
Ather und Verkochen des entstandenen Trichlorkérpers in Methy]- 
alkohol wurde der 4-Methyl-2-carbmethoxy -5-carbithoxypyrrol- 
3-bernsteinsiuredimethylester (XVI) erhalten. 

Gelingt es, in diesem die beiden a-stiindigen Carboxylgruppen 
abzuspalten, so miiBte das entstehende Analogon der Opsopyrrol- 


1) Liebigs Ann. 494, 260 (1932). *) Liebigs Ann. 494, 246 (1932). 


*) Anmerkung bei der Korrektur: Uroporphyrin aus Muschel- 
schalen ist in der Tat optisch aktiv, wie Dr. Stern und ich gefunden 
haben. a}, etwa 160° nach links in Pyridin. Weitere Untersuchungen 
sind im Gange. Ausfihrliche Mitteilung erfolgt demniichst. H. F. 
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carbonsiiure fiir die Synthese weiterer isomerer ,,Uroporphyrine“ 
yon groBer Wichtigkeit sein. 

S. 99 wurde bemerkt, da8 bei der Veresterung der 2,4-Di- 
methyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiiure mit Diazomethan das 
Reagens nur kurze Zeit einwirken darf. Bei lingerem Stehen mit 
Diazomethan findet unter Anlagerung an die Doppelbindung des 
Fumarsiureesters die Bildung des Pyrazolinringes statt (XVII) 














COOCH, 
H,C——,_C-—— CH—-COOCH, H,C, —-CH—c< ON 
| eatin | | ; 
H,C,000\ cH, GHN, H,C,000\__}coocH, 
Ni NH 
XVII XVII 


und es entsteht der 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-pyrazolin- 
dicarbonsiiureester. Daraufhin wurden weitere Pyrrole mit #-un- 
gesittigten Seitenketten systematisch auf ihre Anlagerungsfaihig- 
keit hin untersucht. Die Methyl- und Athylester der 2,4-Di- 
methyl-5-carbithoxypyrrol-3-acrylsiiure sowie 2-Methoxymethyl- 
5-carbiithoxypyrrol-3-fumarsiuredimethylester gaben auch Pyrazolin- 
ringe, wihrend 2,4-Dimethyl-3(w-dicyanvinyl)-5-carbithoxypyrrol, 
2,4-Dimethyl-3(@-dicyanvinyl)-pyrrol, 2,4-Dimethyl-3(m-cyan- 
w-carbiithoxyvinyl)-5-carbiithoxypyrrol, 2,4-Dimethyl-3(w-cyan- 
#-carbithoxyvinyl)-5-carbmethoxypyrrol Stickstoft abspalten zu 
Cyclopropanringen. Das 4-Methyl-3(-dicyanvinyl)-2-carbmethoxy- 
)-carbithoxypyrrel (XVIII) lagert in bemerkenswerter Weise unter 
Stickstoffabspaltung 2 Methylenreste an, wie aus der Analyse von 
2 verschiedenen Analysensubstanzen sich ergab. Ob ein Cyclo- 
butanring entstanden ist, muB die weitere Untersuchung zeigen. 
Offensichtlich begiinstigen Nitrilgruppen die Stickstoffabspaltung 
im Gegensatz zur Carbiithoxygruppe. 3 weitere £-Vinylpyrrole, 
nimlich 2,4-Dimethyl-3-vinyl-5-carbithoxypyrrol, 2,4-Dimethyl- 
3(w-nitrovinyl)-5-carbithoxypyrrol und 2,4-Dimethy]-3(@-bromvinyl)- 
)-carbiithoxypyrrol, lagerten Diazomethan nicht an. 

Bekannt ist das Reagieren von negativ-substituierten Alde- 
hyden mit Diazomethan unter Bildung von Alkylmethylketonen. 
Bei 8 Pyrrolaldehyden, namlich Pyrrol-2-aldehyd, 2,4-Dimethyl- 
3-ithylpyrrol-5-aldehyd und 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol- 
j-aldehyd, trat keine Reaktion ein. 

Nachdem mit Diazomethan bereits Pyrazolin bzw. Cyclopropan- 
ringabkémmlinge gebildet waren, lag es nahe, den reaktionsfihigen 
Diazoessigester mit einigen f-ungesiittigten Pyrrolen umzusetzen. 
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2,4-Dimethyl-3(@-dicyanvinyl)-5-carbithoxypyrrol, 2, 4- Dimethy]- 


3(w-cyan-w-carbithoxyvinyl)-5-carbiithoxypyrrol und 2,4-Dimethyl- | 


5-carbiithoxypyrrol-3-acrylsiiuremethylester verhielten sich wunsch- 
gemiiB. Die ersten beiden Kérper spalten Stickstoff ab, wihrend 


der letzte Pyrazolinhbildung eingeht. Mit 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxy. _ 


pyrrol-3-fumarsiiuredimethylester und 2,4-Dimethyl-3-vinyl-5-carb- 
iithoxypyrrol fand keine Reaktion statt, wiihrend 2,4-Dimethyl- 
3(w-dicyanvinyl)-pyrrol wahrscheinlich unter gleichzeitiger Kin- 
fiihrung des Essigesterrestes an Stelle 5 sehr heftig reagiert; aber 
es gelang bis jetzt nicht einen krystallisierten Kérper zu isolieren, 

Benzol, Toluol und Xylol reagieren, wie Buchner?) fest- 
gestellt hat, mit 1 Mol Diazoessigester. Nahe lag es, das reaktions- 
fahige Mesitylen der gleichen Reaktion zu unterziehen, wobei 
jedoch auch nur 1 Mol Diazoessigester zur Anlagerung kam. 

Die gleiche Reaktion wurde von H. Fischer, St. Breitner?), 
J. Grassl*) und H. Medick*) mit Erfolg auf Himin- und Chloro- 
phyllderivate tibertragen. Die Anlagerungsprodukte ergaben bei 
der Oxydation einen Kérper vom Schmelzp. 205°, dem folgende 
Konstitutionsformel (XIX) zukommen mubB: 











ff - 
H,C ——_C—C—C00H 
XIX i 4 
NH 
H UH H 
H,C;— C——_C—COOH HOOC—C-——C—-COOH 

XxX | | — XXI | ll 
HY JCH; CH,N, H.C N 


os 
NH NH 


Um die Struktur dieses Kérpers zu beweisen, wurde seine 
Synthese versucht. Bei der Verseifung des Diazomethan-Anlage- 
rungsproduktes an 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-acrylsiiure- 
methylesters entsteht die 2,4-Dimethylpyrrol-3-pyrazolincarbon 
siiure (XX). 

Bei der Oxydation dieses Kérpers mit Chromsiiure—Schwefel- 
siure wurde der Pyrrolkern gesprengt und Pyrazolin-3, 4-dicarbon- 
siure (X XJ) erhalten. 

Kin Versuch, die Perkinsche Ringsynthese auf die Pyrrol- 
reihe fiir die Gewinnung der Pyrrol-cyclopropancarbonsiiure zu 
tibertragen, gelang nicht. Versucht wurde, den 2,4-Dimethyl- 
5 - carbiithoxypyrrol - 3 - cyclopropancarbonsiuremethylester aus 

*) Ber. chem. Ges. $1, 2243 (1898). *) Liebigs Ann. 511, 183 (1934). 

*) Liebigs Ann. 617, 1 (1935). *) Liebigs Ann. 517, 245 (1935). 
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2, 4-Dimethyl-5 -carbathoxypyrrol - 3 - dibromacrylsiuremethylester 
und Dinatriummalonester in absolut alkoholischer Liésung dar- 
zustellen. Dabei wurde aber der 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol- 
3-¢-bromacrylsiiuremethylester gewonnen. Die Lage des Brom- 
atoms in «-Stellung ist nicht vollkommen sicher, aber aus Ana- 
logiegriinden wahrscheinlich °). 

Es wurde dann versucht, das Produkt der Diazomethan- 
anlagerung an 2,4-Dimethyl-3(w-dicyanvinyl)-5-carbiithoxypyrrol 
zum -3-cyclopropancarbonsiurederivat zu verseifen. Mit iiber- 
schiissigem Alkali wurde aber unter Blausiiureabspaltung eine 
Monocarbonsiiure C,H,,O,N erhalten und aus ihr mit Diazomethan 
ein Monomethylester Eh O,N. Dieser Ester gab mit 2,4-Di- 
methyl-3-acetyl-5- carbmethoxyy pyrrol keine Depression beim Misch- 
schmelzpunkt. Dieses Resultat ist sehr auffallend, weil das Aus- 
cangsmaterial, das 2,4-Dimethyl-3-w-dicyanvinyl-5-carbiithoxy- 
pyrrol bei der analogen Behandlung das 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy- 
}-formylpyrrol ergibt. 

Endlich wurde obiges Anlagerungsprodukt der Bromierung 
in Methylalkohol unterworfen, wobei friiher’) bereits die Methyl- 
gruppe in eine Carbmethoxygruppe iibergefiihrt wurde. Diese 
Reaktion gelang auch hier, und es wurde das 4-Methyl-3(2,2’-di- 
cyancyclopropyl)-2-carbmethoxy-5-carbithoxypyrrol erhalten. 

Durch vorsichtige Verseifung und Oxydation soll versucht 
werden, zum Koérper XLX zu kommen. 

Auch beim 2,4-Dimethyl-3(2-cyan-2’-carbiithoxy-cyclopropyl)- 
0-carbiithoxypyrrol lieBen sich die gleichen Umsetzungen vollziehen, 
und es wurde das gut krystallisierte 4-Methyl-3(2-cyan-2’-carb- 
iithoxy-cyclopropyl)-2-carbmethoxy-5-carbiithoxypyrrol erhalten. 














Versuche. 


2,4-Dimethyl-5 -carbathoxypyrrol-3-fumarsaure. — Das Konden- 
sationsprodukt aus 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol- und Acetylendicarbon- 
siiure wurde in etwas mehr als der theoretischen Menge Natronlauge kalt 
gelést, von suspendierten Substanzen (viel 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol) : 
filtriert, mit verdiinnter Schwefelsiiure gefiillt, filtriert, gewaschen und ge- : 
trocknet. Beim Fiillen der Siure unter Kiihlung erhilt man ein feines, 
hellgelbes Produkt mit gutem Schmelzpunkt, aber schwer filtrierbar. Beim 
Fiillen der Siure bei 40—50° kann man cine gréber krystallisierte Siiure 
von etwas dunklerer Farbe, aber viel leichter filtrier- und waschbar, er- 
halten. Beim Kaltfillen der Siure liegt der Schmelzpunkt schon bei 
255—257 ° 


) Vgl. Liebigs Ann. 484, 113 (1930); 490, 91 (1931). 
*) Liebigs Ann. 483, 255 (1930). 
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Decarboxylierung der 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-fumar- 
saure. — 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiure wurde bei 190—200° 
im Hochvakuum zweimal unter Decarboxylierung sublimiert. Zur Analyse 
wurde sie aus Soda umgefillt und nach Trocknen iiber Phosphorpentoxy d 
mit absolutem Ather extrahiert. Schmelzp. 230°. 


4,071 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 9,060 mg CO,, 2,442 mg H,0. 
3,631 mg Subst.: 0,201 cem N, (21°, 693 mm). 


C,.H,,0,N (237,128) Ber. C 60,76 H 6,39 N 5,91 
Gef. ,, 60,70 » 6,71 » 3,86. 


Titration: 75,9 mg Subst. gegen Phenolphthalein verbrauchen 3,3 ecm 
n/10-Natronlauge. Molekulargewicht als Monocarbonsiure: Ber. 237 
Gef. 230. 

Die Siiure ist nicht identisch mit der schon friiher beschriebenen 
2,4-Dimethy1-5-carbithoxypyrrol-3-acrylsiiure. Offensichtlich handelt es sich 
um ein Isomeres. 


2, 4- Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-maleinsaureanhydrid (I). 

Je 1 g 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiure wurde mit 3 cem gutem 
Eisessig angeriihrt und bei 60° mit einem Mol Brom in Eisessig (1 eem = 
0,25 g) unter Riihren versetzt. Die Reaktion unter Wirme- und Brom- 
wasserstoffsiure-Entwicklung tritt sofort ein. Nach '/,stiindigem Erwiirmen 
auf 60° wurde das Gemisch im Wasserbad bis zur Lésung auf 85° gehalten. 
Nach etwa 2 Minuten wurde es aus dem Wasserbad genommen und 5 Stunden 
zur Krystallisation stehen gelassen. Das Anhydrid wurde abfiltriert und 
mit Essigsiiure und Ather gewaschen. Rohausbeute bis zu 0,47 g pro Gramm. 
Es kann rein erhalten werden durch Sublimation bei 180—190°, wobei es 
in Prismen vom Schmelzp. 208° sublimiert. Zur Analyse wurde dreimal bei 
180° sublimiert. Beilstein negativ. 


4,810 mg Subst. (bei 180° sublimiert): 10,490 CO,, 2,020 H,O. — 
3,680 mg Subst.: 0,186 cem N, (23°, 711 mm). 


C,;H,,0;N (263,11) Ber. C5929 H4,98 N 5,32 
Gef. ,, 59,48 ,, 4,70 ,, 5,45. 


Monomethylester der 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-malein- 
saure (II). — 0,5 g des 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-maleinsiure- 
anhydrids wurden 1 Stunde in 15 cem Methylalkohol gekocht, wobei erst 
nach '/, Stunde véllige Lisung eintrat. Es wurde eingedampft und aus 
Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 180°. 


4,377 mg Subst. (bei 60°i. V. getr.): 9,175 mg CO,, 2,280 mg H,O. — 
3,945 mg Subst.: 0,184 ecm N, (22°, 715 mm). — 3,233 mg § Subst.: 5,077 mg Ag. 


C,,H,,0,N (295,18) Ber. €56,93 H5,80 N 4,74 OCH,+0C,H, 25,76 
Gef. ,, 57,17 ,, 5,83 ,, 5,08 - 25,42. 


Dimethylester der 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-malein- 
saure (III). — a) 0,5 g 2,4-Dimethy]-5-carbithoxypyrrol-3-maleinsdureanhydrid 
wurden 5 Stunden in 12 cem Methylalkohol und 0,5 cem Bromwasserstoff- 
siiure (48°/,ig) gekocht. Nach 6fterem Umkrystallisieren aus Sprit-Wasser 
war der Schmelzp. 133°. 
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5,095 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 10,940 mg CO,, 2,825 mg H,O. — 
4.658 mg Subst.: 0,187 ccm N, (21°, 703 mm). 


C,,H,,O,N (309,16) Ber. C5822 H620 £N 4,53 
Gef. ,, 58,56 ,, 6,20 ,, 4,84. 


b) 2, 4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol - 3 - maleinsiiuremonomethylester 
wurde im Ather mit Diazomethan verestert. Nach 1/, Stunde wurde die 
Atherlésung aufgearbeitet und iiber Natriumsulfat shite Sie wurde 
eingedampft und der Riickstand aus Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 133°. Mischschmelzpunkt mit Ester aus a) 133°. 


2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-maleinsaure. 2,4-Dimethyl- 
5-earbithoxypyrrol-3-maleinsiureanhydrid wurde in Soda gelést, filtriert, 
cekiihlt und mit verdiinnter Schwefelsiiure gefiillt. Nach Absaugen und 
Abpressen wurde die Siure iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Zur 
Analyse wurde sie mit absolutem Ather extrahiert. Bei der Schmelzpunkts- 
probe tritt ab 175° merkliche Wasserabspaltung ein. Die freie Siure geht 
in das Anhydrid tiber, und dieses zeigt einen Schmelzpunkt von 208°. 


5,173 mg Subst. (bei 33° i. V. getr.): 10,510 mg CO,, 2,445 mg H,O. — 
2,755 mg Subst.: 0,127cem N, (18°, 703 mm). — 4,315 mg Subst.: 3,450mg AgJ. 
C,,H,;0,N (281,125) Ber. C 55,49 H 5,38 N 4,98 OC,H, 16,09 

Gef. ,, 55,41 . 5,29 » 5,00 ~~ seek 


Titration: 56,8 mg Subst. in Sprit gelést gegen Phenolphthalein 
titriert, verbrauchten 4,0 cem n/10-Natronlauge. Molekulargewicht als Di- 
carbonsdure: Ber. 281 Gef. 282. 


Dimethylester der 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-fumar- 
saure (IV). — a) Mit Methylalkohol-Salzsiure. Das Pyrrol wurde 
in Methylalkohol suspendiert und unter Kiihlung trocknes Salzsiuregas 
bis zur Sittigung eingeleitet. Die Lésung wurde nach 24stiindigem Stehen 
in Ather gegossen, mit Wasser verdiinnt und das Wasser—Alkoholgemisch 
noch zweimal ausgeiithert. Die vereinigten Atherausziige wurden mit ver- 
diinnter Salzsiure, Soda und Wasser ausgewaschen. Nach Trocknen des 
Athers iiber Natriumaulfat wurde abgedampft. Der Riickstand wurde aus 
Methylalkohol umkrystallisiert. Wenn ein Gemisch vorliegt, was nicht 
immer der Fall ist, kann man durch langsame Krystallisation derbe Kry- 
stalle erzeugen, die man mit der Pinzette in einen weiBen oder rosa und 
einen gelben Kérper trennen kann. Durch Impfen der warmen Lésung mit 
diesen Krystallen und durch schnelles Abkiihlen und Filtrieren kann man 
das Gemisch trennen. Jeder Teil wurde fiir sich mehrmals umkrystallisiert 
und die Identitit durch den Mischschmelzpunkt festgelegt. Der hellrosa 
Kérper schmilzt bei 132°. Mischschmelzpunkt mit Dimethylester der 2,4-Di- 
methyl-5-carbithoxypyrrol-3-maleinsiure ist 133°. Der gelbe Kérper schmilzt 
bei 125°. Mischschmelzpunkt mit dem Ester aus c) (vgl. S. 110) 126% Der 
gelbe Ester wurde auch zur Analyse gegeben. 


5,195 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,135 mg CO,, 2,840 mg H,O. — 
3,090 mg Subst.: 0,132 cem N, (22°, 722 mm). 
C,,H,,0,N (309,16) Ber. C 58,22 H6,20 WN 4,53 
Gef. ,, 5846 , 611 , 4,69. 
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b) Mit Dimethylsulfat. Das Pyrrol wurde in der berechneten 
Menge 2n-Natronlauge geldst, filtriert und die berechnete Menge (fiir 12 ¢ 
Pyrrol, 11 g Dimethylsulfat) Dimethylsulfat in drei Teilen unter Schiitteln 
und Entliiftung zugegeben. Dann wurde noch '/, Stunde erwirmt (im Abzug). 
Nach Abkithlung wurde zur Zerstérung des noch vorhandenen Dimethy| 
sulfates mit Ammoniak versetzt und dann ausgeiithert, der Ather gewaschen 
und getrocknet. Nach Eindampfen des Athers wurde der Ester aus Methy!] 
alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 124°. Mischschmelzpunkt mit dem Ester 
aus c) (vgl. unten) 125° 

c) Mit Diazomethan (V). Das Pyneel wurde in Methylalkohol ge- 
list, mit Ather verdiinnt und mit iiberschiissiger Diazomethanlésung ver- 
setzt. Nach '/, Stunde ist die Reaktion beendet und die Lésung wird mit 
verdiinnter Salzsiure, Soda und Wasser gewaschen. Nach Trocknen iiber 
Natriumsulfat wurde der Ather abgedampft und der Riickstand aus Methy]- 
alkohol umkrystallisiert. Biischel vom Schmelzp. 126°. 


5,310 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,405 mg CO,, 2,990 mg H,O. — 
3,660 mg Subst.: 0,157 cem Ny, (22°, 720 mm). 
C,;H,,O,N (809,16) Ber. C 58,22 H 6,20 N 4,53 
Gef. ,, 58,58 ,, 6,29 ,, 4,70. 
2-Brommethyl-4 - methyl - 5 - carbathoxypyrrol - 3 - fumarsaure- 
dimethylester (V). Der 2,4-Dimethy]-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiure- 
dimethylester wurde in der nétigen Menge absolutem Ather (10 g in 200 cem) 
gelést und unter Kiihlung tropfenweise mit 1,05 Mol Brom versetzt, wobei 
Wiirme- und Bromwasserstoffentwicklung stattfindet. Dabei wird die 
Lésung triib und nach 2—3 Minuten scheidet sich ein dickes Ol ab, welches 
iiber Nacht in langen Prismen krystallisiert. Der Ather wurde von dem 
auskrystallisierten Bromkérper dekantiert, fiir sich auf kleineres Volumen 
eingeengt und der kleine Rest des Athers ‘abgesaugt. Ausbeute fast quanti- 
tativ. Zur Analyse wurde aus Chloroform—Petrolither umkrystallisiert. 
Prismen vom Schmelzp. 140°. 


5,565 mg Subst. (bei 60? i. V. getr.): 9,620 mg CO,, 2,455 mg H,0. — 


4,420 mg Subst.: 0,155 eem N, (23°, 722 mm). — 38,120 mg Subst.: 
1,460 mg AgBr. 
C,;H,,0,NBr (388,06) Ber., C 46,38 H 4,68 N 3,61 Br 20,59 


Gef. ,, 47,14 ,, 4,94 ,, 3,84 ,, 19,91. 


2 - Methoxymethyl -4-methyl-5-carbathoxypyrrol-3- fumarsaure- 
dimethylester (VI). 2g des 2-Brommethyl-4-metbyl-5-carbithoxypyrrol- 
3-fumarsiuredimethylesters wurden 3 Stunden in 15 ecm Methylalkohol ge- 
kocht, eingedampft und aus Methylalkohol—-Wasser umkrystallisiert. Schmelz 
punkt 93°. 

4,790 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,985 mg CO,, 2,790 mg H,0. 
4,195 mg Subst.: 0,165 cem N, (22°, 719 mm). 

C,,H.,0,N (339,17) Ber. C 56,61 H 6,24 WN 4,13 
Gef. »» 06,85 » 652 , api. 

2 - Anilinomethy] - 4 - methyl-5-carbathoxypyrrol -3- fumarsaure- 
dimethylester. Etwa '/, g 2-Brommethyl-4-methyl-5-carbithoxypyrrol- 
3-fumarsiiuredimethylester wurden in einer Keibschale mit Anilin tiber- 














gosse 
5 gig 
unda 
Schm 


4.857 


dime 
fumat 
Messe 


tritt | 
(ueck 
Si da 

wurde 
umkry 
schme 
carbiit 


fuma: 
koche 
Forms 
Ol fe: 
Sprit 
scheid 
Wasse 
Ansiit 
5, 
38,7221 


5,141, 


gaben 


é 
4 


meth: 
ester 
unter 
und §; 

















Versuche zur Synthese von Porphyrinen usw. 111 


gossen , verrieben und 2 Stunden stehen gelassen. Die Lésung wurde in 
5°/,ige * Salzsiiure gegossen und das ausgeschiedene Ol in Sprit aufgenommen 
und ‘ crsicepeaalisenen gelassen. Zur Analyse wurde aus Sprit umkrystallisiert. 
Schmelzp. 120°. 

3,995 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 0,264 cem N, (22°, 721 mm). — 
4.857 mg Subst.: 8,174 mg AgJ. 


C,,H,4O,N, (412,203) Ber. N 6,80 OCH, + OC,H; 25,97 
Gef. 99 1,25 ‘ 25,63. 


2-Methoxymethyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsaure- 
dimethylester (VII). 1,5 g 2-Methoxymethyl-4-methy]-5-carbithoxypyrrol-3- 
fumarsiiuredimethylester wurden in 20 ccm Methylalkohol gelést, mit einer 
Messerspitze Natriumbicarbonat versetzt, um Verseifung zu vermeiden, 
15 g 3°%/,iges Natriumamalgam zugegeben und 20 Minuten (nach 10 Minuten 
tritt Entfiirbung ein) geschiittelt. Die Loésung wurde von suspendiertem 
Quecksilber filtriert und in Ather gekippt, welcher dann mit Salzsiure, 
Soda und Wasser gewaschen wurde. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat 
wurde der Ather abgedampft und der Riickstand aus Methylalkohol—-Wasser 
umkrystallisiert. Unregelmibige Tafeln vom Schmelzp. 71°.  Misch- 
schmelzpunkt mit dem Methoxy-Kérper aus 2-Brommethyl-4-methyl-5- 
carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiiuredimethylester (XVII) 70—71°. 


4,755 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 12,680 mg AgJ. 


C,¢H.30,N (841,192) 
Ber. OCH, + OC,H, 40,48 Gef. OCH, + OC,H; 39,21 


Verkochung des 2-Brommethyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol-3- 
fumarsauredimethylesters mit Wasser. Der Bromkérper wurde in 
kochendes Wasser eingetragen und eine Stunde gekocht. Dabei tritt 
Formaldehydentwicklung ein. Nach dem Abkiihlen war das abgeschiedene 
Ql fest geworden. Das Wasser wurde dekantiert und der Riickstand aus 
Sprit krystallisieren gelassen. Nur ein Teil krystallisiert, der andere 
scheidet sich als Ol ab. Der krystallisierte Teil wurde mehrmals aus Sprit- 
Wasser umkrystallisiert. Es wurden die Krystallisate aus zwei verschiedenen 
Ansiitzen zur Analyse gegeben. Schmelzp. 132° bzw. 135°. 


5,300 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,085 mg CO,; 2,670 mg H,O. 
3,722 mg Subst.: 0,139 cem N, (22°, 723mm). — 8 445mg Subst.: Titimehed— 
),741, 4,630 mg Subst.: 11,985, 9,740 mg CO,, 2,940, 2,390 mg H,O. 

545 mg Subst.: 0,160 cem N, (22°, 715 mm). 


Gef. C 57,04 H 5,64 N 4,11 2 OCH, + OC,H, 33,06 
56,96 5,73 4,58 
57,37 5,78 . 


Molekulargewicht nach Rast: 11,4 mg Subst. in 105,4 mg Campher 
gaben eine Depression von 12,5°. Molekulargewicht 346, d. h. ein Pyrrolkern. 


2-Chlormethy] -4 - methyl-5-carbathoxypyrrol -3- fumarsauredi- 
methylester. Der 2, 4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiuredimethyl- 
ester wurde in der nétigen Menge Ather (fiir 10 g 200 ccm) gelést und 
unter Kithlung mit 1 Mol Sulfurylehlorid versetzt, wobei starke Wiirme- 
und Salzsiiureentwicklung auftrat. Nach Stehen fiber Nacht unter Feuchtig- 
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keitsausschluB war der Chlorkérper in langen, hellgelben Prismen aus. 
krystallisiert. Der Ather wurde dekantiert, eingeengt und der kleine Rest 
im Vakuum abgesaugt, wobei eine weitere kleine Menge Chlorkérper er. 
halten wurde. Zur Analyse wurde ein Teil des auskrystallisierten Produktes 
aus der Hiilse mit absolutem Ather extrahiert. Schmelzp. 138°. 


4,050 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 1,910 mg AgCl. 
C,,H,,O.NCI (843,605) Ber. Cl 10,32  Gef. 11,67. 


methylester wurde analog dem obenerwihnten Brommethylkérper V dar. 
gestellt. Schmelzp. 93°. Mischschmelzpunkt mit dem 2-Methoxymethy|. 
kérper aus dem Brommethylkérper VI 93°. 


2-Dichlormethyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol-3-fumarsauredi. 


methylester. Der 2, 4-Dimethy]-5-carbiithoxypyrrol-3-fumarsiiuredimethy|-§ 


ester wurde in absolutem Ather gelést und mit 2 Mol Sulfurylchlorid unter 
Kiihlung tropfenweise versetzt. Beim Stehen iiber Nacht krystallisiert der 
Dichlorkérper aus. Eine weitere Menge wurde durch Einengen des Athers 
erhalten, nach Dekantieren und Absaugen des Restes im Vakuum. Zur 
Analyse wurde aus absolutem Ather umkrystallisiert. Farblose Prismen 
vom Schmelzp. 152°. 


5,930 mg Subst. (bei 66° i. V. getr.): 4,610 mg AgCl. 
C,,H,,0,NCl, (378,06) Ber. Cl 18,76 Gef. 19,23. 


4 - Methyl - 5-carbathoxypyrrol -2-carbonsaure -3-fumarsauredi- 
methylester (VIII). Der 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol-3-fumarsiure- 
dimethylester wurde in absolutem Ather gelést und unter Kiihlung mit 
8,1 Mol Sulfurylchlorid tropfenweise versetzt. Es wurde iiber Nacht unter 
FeuchtigkeitsausschluB stehen gelassen und dann auf einen kleinen Rest 
eingeengt, der im Vakuum abgesaugt wurde. Der Trichlorkérper wurde 
in kochendes Wasser eingetragen und '/, Stunde gekocht. Beim Abkiihlen 
krystallisiert die Siure in weiBen Stiibchen aus. Schmelzp. 181°. Zur Ana- 
lyse wurde aus Wasser umkrystallisiert. 


4,505 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 8,750 mg CO,; 2,090 mg H,O. — 












3,255 mg Subst.: 0,126 eem N, (22°, 718 mm). — 4,050 mg Subst.: 7,855mg AgJ. 
C,;H,,0O,N (339,141) : 
Ber. C 53,07 H 5,05 N 4,13 2 OCH; + OC,H, 31,57 
Gef. ,, 52,97 , 5,19 ,, 4,38 29,68 . 
Methylester des 4-Methyl-5- carbathoxypyrrol- 2-carbonsaure-3- 
fumarsauredimethylesters. Die Pyrrolsiure wurde in Atherlésung mit 
Diazomethan versetzt, wobei ein Teil ausfiel. Sie wurde durch Zugabe von 
Ather in Lésung gebracht, nach */, Stunde wurde mit Salzsiure, Soda und 
Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen des Athers iiber Natriumsulfatf 
wurde abgedampft und der Riickstand aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 143°. 
4,062 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 10,8355 mg AgJ. 
C,,.H,,O,N (335,156) Ber. 8 OCH, + OC,H, 39,10 Gef. 37,50. 
2, 4-Dimethylpyrrol-5-carbonsaure-3-fumarsaure (IX). 5 g 2, 4-Di- 
methy]-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiiure wurden mit 4 g Atznatron in 75 ccm 
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4, Sprit und 50 ccm Wasser 10 Stunden auf dem Wasserbad verseift. Die 
-Lisung wurde in einer Porzellanschale zur Trockene eingedampft, mit 


25 ecm Wasser aufgenommen, filtriert und bei — 10° mit konzentrierter 


'Salzsiiure bis zur schwach kongosauren Reaktion gefillt. Es wurde sofort 
in einer vorgekihlten Nutsche abgesaugt, abgepreBt und iiber Phosphor- 
-pentoxyd getrocknet. Rohausbeute 2,7 g. Zur Analyse wurde ein Teil mit 


absolutem Ather extrahiert. Schmelzp. 188°. Die Analyse zeigt eine teilweise 
Decarboxylierung. 


4,912 mg Subst. (bei 45° i. V. getr.): 9,485 mg CO,, 2,030 mg H,O. — 


4,470 mg Subst.: 0,250 cem N, (22°, 715 mm). 


C,,H,,0,N (253,096) Ber. C 52,16 H4,38 N 5,58 
Gef. ,, 52,66 ,, 462 ,, 6,09. 


Trimethylester der 2,4-Dimethylpyrrol-5-carbonsaure-3-fumar- 
saure (IX). Ein Teil der abgepressten oder getrockneten Tricarbonséure 
wurde in Methylalkohol gelést und mit Diazomethan in viel Ather verestert. 
Nach 1/, Stunde wurde der Ather mit Salzsiure, Soda und Wasser ge- 
waschen, tiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt, wobei der Ester in 
feinen Biischeln auskrystallisiert. Schmelzp. 127°. Zur Analyse wurde aus 
Sprit umkrystallisiert. 

5,865 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 12,220 mg CO,, 3,035 mg H,O. — 
3,955 mg Subst.: 0,166 ccm N, (19°, 708mm). — 4,290 mg Subst.: 10,025mg AgJ. 
C,,H,,O,N (295,44) Ber. C 56,93 H 5,80 N 4,74 30CH, 31,54 

Gef. ,, 56,82 , 5,79 ,, 4,57 , 30,86. 

2,4- Dimethyl - 5 - carbathoxypyrrol -3-fumarsauremonomethy] - 
ester (X). 5 g 2, 4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiuredimethylester 
wurden mit 1 Mol Atznatron in 70 cem 70°/,igem Methylalkohol 10 Stunden 
auf dem Wasserbad verseift. Die Lésung wurde in einer Porzellanschale 
auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft, mit wenig Wasser auf- 
genommen, mit Ather 2mal extrahiert, um unverseiften Ester zu entfernen, 
und bei Zimmertemperatur mit verdiinnter Salzsiure bis zur kongosauren 
Reaktion gefallt. Zur Analyse wurde 2mal im Hochvakuum bei 160° 
sublimiert, wobei die Pyrrolfumarsiure zuriickbleibt. Schmelzp. 177°. 


4,775 mg Subst. (bei 160° sublimiert): 10,030 mg CO,, 2,405 mg H,O. 
C,,H,,0,N (281,125) Ber. C 56,92 H5,79 Gef. C 57,29 H 5,63. 
Titration: 100 mg Substanz verbrauchen 3,84 cem n/10-Natronlauge. 
Molekulargewicht ber. 281 gef. 257. Durch Verestern der Saure in Methyl- 


alkohol mit Diazomethan und Aufarbeiten nach '/, Stunde wurde das Aus- 
gangsmaterial zuriickerhalten. Schmelzp. 125°. Mischschmelzpunkt mit Aus- 


| gangsmaterial 125°. Mischschmelzpunkt mit dem Trimethylester der 


Siure (LX) 110°. 

2, 4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-fumarsaure aus dem Ester. 
3g 2, 4- -Dimethy]-5-carbithoxypyrrol-3- fumarsiuredimethylester wurden in 
40 cem 50°/,igem Sprit gelést und mit 2 Mol (0,8 g) Atznatron in 3 Stunden 
verseift. Die Lésung wurde in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad 
zur Trockne eingedampft, mit wenig Wasser aufgenommen und bei Zimmer- 
temperatur gefallt und gewaschen. Uber Phosphorpentoxyd getrocknet ist 
der Schmelzp. 249°. Die Sdure wurde in Methylalkohol mit Diazomethan 
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verestert und nach '/, Stunde aufgearbeitet. Schmelzp. 120°. Mischschmelz- 


punkt mit Ausgangsmaterial ([V) 122°. Mischschmelzpunkt mit Trimethy]- 
ester der Siure (IX) 115°. 

2, 4- Dimethyl -5-carbathoxypyrrol-3-maleinanil (IX). 10¢ 2,4. 
Dimethyl- 5-carbiithoxypyrrol-3-fumarsiure wurden in 40 ccm destilliertem 
Anilin im Olbad 1 Stunde auf 160—170° erhitzt (Steigrohr). Beim Abkiihlen 


krystallisiert der Kérper aus. Es wurde abfiltriert und mehrmals mit Ather | 


gewaschen. Eine kleine weitere Menge kann aus der Anilin—Ather-, Mutter- 
und Waschlauge erhalten werden durch Auswaschen des Anilins mit 

5°/,iger Salzsiure, wobei viel Ather erforderlich ist. Zur Analyse wurde 
aus Chloroform-Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 211° Leicht léslich 
in Chloroform, schwer in Ather, Athyl- und Methylalkohol. 


4,340 mg Subst. (bei 70°i. V. getr.): 10,735 mg CO,, 2,123 mg H,O. — 
3,942 mg Subst.: 0,305 cem N, (23°, 717 mm). 
C,oH,,0,N, (838,156) Ber. C 67,42 H5,36 N 8,28 
Gef. ,, 67,46 , 5,47 ,, 8,42. 
2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinanil. 2¢ 2,4-Di- 
methyl-5-carbéithoxypyrrol-3-bernsteinsiiure wurden in 10 cem destilliertem 
Anilin ‘/, Stunde bei 160—170° im Olbad erhitzt. Da nichts aus- 
krystallisierte, wurde die Lésung in viel Ather gegossen und das Anilin 
mit 5 °/,iger Salzsiure ausgewaschen, nach dem Trocknen iiber Natrium- 


sulfat wurde der Ather abgedampft und der Riickstand aus Chloroform- | 


Methylalkohol umkrystallisiert. Weife Stibchen. Schmelzp. 187—188°. 
Leicht léslich in Chloroform, schwer in Ather, Athyl- und Methylalkohol. 


4,865 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,915 mg CO,, 2,555 mg H,O. — 
3,980 mg Subst.: 0,288 cem N, (19°, 728 mm). 
C,oH..0,N, (840,17) Ber. C 67,03 H5,92 N 8,23 
Gef. ,, 66,79 ,, 5,88  ,, 8,03. 
2,4-Dimethyl - 5 -carbathoxypyrrol-3-methylmalonanilsdureathy]l- 
ester. 3 g 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-methylmalonsdurediithylester 
wurden mit 20 cem Anilin '/, Stunde auf 180° erhitzt. Nach dem Er- 
kalten wurde die Lésung in Chloroform gegossen und das Anilin mit 
verdiinnter Salzsiiure ausgewaschen. Das Chloroform wurde abgedampft 
und der Riickstand aus Sprit umkrystallisiert. Schmelzp. 180°. 


4,488 mg Subst. (bei 80°i. V. getr.): 10,685 mg CO,, 2,700 mg H,O. — 
3,885 mg Subst.: 0,252 cem N, (20°, 725 mm). 
C,,H,,0,N, (386,224) Ber. C 65,25 H6,79 N 7,25 
Gef. ,, 64,93 » 6,78 5 aes 
2,4-Dimethylpyrrol-5-carbonsaure-3-maleinanil (XI). 4 g 2,4-Di- 
methy]-5-carbithoxypyrrol-3-maleinanil (XI) wurden in 70 ccm Sprit gelist 
und mit 1,5 Mol Atznatron 3 Stunden verseift. Die Lésung wurde in einer 
Porzellanschale auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft, mit wenig 
Wasser aufgenommen, filtriert und ohne Kiihlung gefillt. Die Siure Jabt 
sich nicht umkrystallisieren. 
2,4-Dimethyl - 5-carbmethoxypyrrol-3-maleinanil. 1 ¢ 2,4-Di- 
methylpyrrol-5-carbonsiure-3-maleinanil wurden in Acetonlésung mit Diazo- 
methan verestert und nach einer '/, Stunde mit Salzsdiure, Soda und 
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Wasser gewaschen, der Ather getrocknet und abgedampft. Der Riickstand 
wurde aus Methylalkohol umkrystallisiert. Gelbe Flocken vom Schmelz- 


punkt 204°. 
4,238 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 10,420 mg CO,, 2,020 mg H,O. 


C,,H,,0,N, (24,141) Ber. C 66,64 H 4,97 
Gef. ,, 67,06 y 3,83. 


Amorpher Korper aus 2,4-Dimethylpyrrol-5-carbonsaure-3- 
maleinanil. 2g der Siure wurden in etwa 15 ccm Sprit in einem Becher- 
glas auf dem Wasserbad gelést und mit 2ccem 40°/,iger Formalinlésung 
und 10 Tropfen konzentrierter Salzsiure versetzt. Fast sofort tritt Gas- 
entwicklung ein unter Abscheidung eines amorphen Kérpers. Nach 
5 Minuten wurde das Becherglas vom Wasserbad genommen und nach 
dem Abkiiblen die ausgefallene Substanz abfiltriert und mit Sprit gewaschen. 
Unléslich in Ather, Aceton, Chloroform, Eisessig, Athyl- und Methylalkohol. 


2,4- Dimethyl -5-carbathoxypyrrol -3-N-phenylbrommaleinimid 
(XID. 1g 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-maleinanil wurden in 20 cem 
trockenem Chloroform gelést und mit 1,0 Mol Brom tropfenweise versetzt. 
Die Reaktion tritt unter Bromwasserstoffentwicklung und Wirmeabgabe 
sofort ein. Nach dreitiigigem Stehen, wobei keine Krystallisation stattfand, 
wurde die Lisung auf etwa 5 ccm eingeengt und mit Ather gefiillt. Aus- 
beute 1,1 g, umkrystallisiert aus Chloroform—Methylalkohol. Schmelzp. 216°. 


3,875 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 1,810 mg AgBr. 
C,,H,,O,N,Br (417,065) Ber. Br 19,16 Gef. 19,88. 


2-Brommethyl-4-methy]l -5-carbathoxypyrrol -3-N - phenylbrom- 
maleinimid (XIII). 5,4 g 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol - 3-maleinanil 
wurden in 75 cem Chloroform suspendiert und mit 4 Mol Brom versetzt. 
Lisung tritt unter Bromwasserstoff- und Wiirmeentwicklung sofort ein. 
Nach zwei Tagen wurde die Lésung eingeengt und der kleine Rest im 
Vakuum abgesaugt. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus Chloroform- 
Aceton lag der Schmelzpunkt bei 221° unter Zers. Gelbe Prismen. 


4,907, 6,057 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 3,680, 4,580 mg AgBr. 
C,9H,,0,N,Br, (495,973) Ber. Br 32,22 Gef. 31,91, 32,18. 


2-Methoxymethyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol-3-N- phenylbrom- 
maleinimid. Eine kleine Menge des 2-Brommethy]-4-methyl-5-carbithoxy- 
pyrrol-3-N-phenylbrommaleinimids wurde 5 Stunden in Methylalkohol ge- 
kocht. Aus Methylalkohol krystallisiert der Kérper in orangeroten Prismen 
vom Schmelzp. 179°. 

3,370 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 1,315 mg AgBr. — 3,838 mg Subst.: 
3,950 mg AgJ. 
C.»H,,0;N,Br (447,888) Ber. Br 17,84 10CH, + 10C,H, 16,97 

Gef. ,, 16,60 ‘ » 16,67. 


2-Athoxymethyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol -3-N - phenylbrom- 

maleinimid. 2-Brommethy]-4-methyl-5-carbithoxypyrrol-3-N-bromphenyl- 

maleinimid wurde 8 Stunden in Sprit gekocht. Aus Sprit krystallisiert 
der Kérper in glinzenden gelben Blittchen. Schmelzp. 141°. 
g* 
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4,035 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 1,625 mg AgBr. — 4,420 mg 
Subst.: 4,390 mg AgJ. 
C,,H,,O;N,Br (473,096) Ber. Br 16,89 20C,H, 19,04 
Gef. ,, 17,14 » 19,49. 


2-Brommethyl-4-methyl -5- carbathoxypyrrol -3-bernsteinsaure- 
dimethylester. Der 2,4-Dimethyl-5 -carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiure- 
dimethylester wurde in der nétigen Menge absolutem Ather geldst und mit 
1,05 Mol Brom tropfenweise unter Kiihlung versetzt. Reaktion tritt sofort ein. 
Uber Nacht krystallisiert die Hauptmenge des Brommethylkérpers aus. Der 
Ather wurde dekantiert und bis auf einen kleinen Rest, der im Vakuum 
abgesaugt wurde, abgedampft. Ausbeute fast quantitativ. Zur Analyse 
wurde aus Chloroform-—Petrolither umkrystallisiert. Schmelzp. 123°. 


4,600 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 7,865 mg CO,, 2,255 mg H,O. — 
4,395 mg Subst.: 0,145 cem N, (24°, 722 mm). — 3,655 mg Subst.: 1,725 mg 
AgBr. 

C,;H,,0,NBr (390,88) Ber. C 46,75 H5,17 N 3,59 Br 20,49 
Gef. , 4663 ,, 5,49 ,, 3,60 » 20,08. 


2-Methoxymethyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsaure- 
dimethylester (VII). 2 ¢ 2- -Brommethy|-4-methy]-5-carbiithoxypyrrol-3-bern- 
steinsiiuredimethylester wurden in 15 ccm Methylalkohol 3 Stunden ge- 
kocht. Der Alkohol wurde abgedampft, der Riickstand in Ather auf- 
genommen, das gebildete Methan abfiltriert und der Methoxykérper aus 
den Mutterlaugen auskrystallisieren gelassen. Schmelzp. 70°. Mischschmelz- 
punkt mit dem Methoxymethylkérper aus der Hydrierung des 2-Methoxy- 
methy1-4-methyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiiuredimethylesters (VI) 71°. 


4,4’-Dimethyl-5,5’-dicarbathoxy-3,3’-dibernsteinsauretetramethy]- 
ester-2,2’-pyrromethan. Der 2-Brommethy] -4-methyl-5 -carbithoxypyrrol- 
3-bernsteinsiuredimethylester wurde in viel kochendes Wasser eingetragen 
und unter Formaldehydentwicklung etwa 1 Stunde gekocht. Nach Ab- 
kiihlen wurde dekantiert und das erstarrte Methan aus Sprit umkrystallisiert. 
Schmelzp. 170°. 


5,375 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,280 mg CO,, 3,080 mg H,O. — 
3,565 mg Subst.: 0,147 com N, (22°, 720 mm). 
C.oH5,0,,N, (606,32) Ber. © 57,39 H627 N 4,62 
Gef. ,, 57,28 ,, 641 ,, 4,52. 


4,4’-Dimethyl1-5,5’-dicarbonsaure-3, 3’-dibernsteinsaure-2, 2’-pyrro- 
methanhexanatriumsalz. Der umkry stallisierte Methanester wards mit 
etwa 8 Mol Atznatron in 40°/,igem Sprit 7 Stunden verseift. In einer 
Porzellanschale auf dem Wasserbad wurde zur Trockne eingedampft. Das 
Salz ist hygroskopisch und nicht zur Analyse geeignet. 


1,4,5,8 - Tetramethylporphin - 2,3,6,7 - tetrabernsteinsaureocta- 
methylester. Das Hexanatriumsalz des 4,4’-Dimethyl-5,5’-dicarbonsiure- 
3, 3’-dibernsteinsiure-2, 2’-pyrromethans wurde mit etwa 95°/,iger Ameisen- 
siure iibergossen und bei 40—45°, 48—72 Stunden Luft durchgeleitet. Die 
Suspension wurde dann im Vakuum auf dem Wasserbad zur Trockene ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde mit gesiittigtem Methylalkohol—Chlor- 
wasserstoff iibergossen und 36 Stunden stehen gelassen, filtriert und der 
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Riickstand 6fters mit Chloroform gewaschen. Die Chloroformlésung wurde 
mit Wasser, verdiinnter Salzsiure, Soda und nochmals mit Wasser ge- 
waschen. Durch Filtrieren wurde die Lésung getrocknet. Nach Abdampfen 
des Chloroforms wurde der Porphyrinester aus Chloroform-Methylalkohol 
umkrystallisiert. Schmp. 317°. Ausbeute bis zu 30°/, auf Methan berechnet. 
Eisensalz des 1,4,5,8 - Tetramethylporphin - 2,3,6,7 - tetrabern- 
steinsdureoctamethylesters. Der Porphyrinester warde in Eisessig ge- 
list und mit einer frisch bereiteten kochsalzhaltigen Ferroacetatlésung ver- 
setzt und kurz aufgekocht. Nach Abkiihlen wurde die Lésung in Chloro- 
form gegossen und mit Wasser, Essigsdiure und Ferroacetat ausgewaschen. 
Nach 3maligem Umfillen aus Chloroform-Ather war der Schmelzpunkt 
konstant bei 228° Achteckige Blittchen. 
5,600 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,420 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 
0,448 mg Asche (Fe,O,). — 3,913 mg Subst.: 0,625 mg AgCl. 
C,gH,.0,¢N,FeCl (1031,74) Ber. C 55,83 H 5,08 Fe 5,41 Cl 3,44 
Gef. ,, 55,62 ,, 4,95 ,, 5,59 ,, 3,95. 
Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat. 
I. 554,8—544,3; II. 524,6—515,3; | _End-Abs. 483,38. 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 


Abbau des 1, 4, 5, 8-Tetramethylporphin - 2, 3, 6,7 -tetrabernstein- 
saureoctamethylesters mit 1°/, iger Salzsiure. 50 mg des Esters wurden 
in einem Druckrohr in 1 cem Pyridin heiB gelést und mit 25 cem heiBer, 
3°),iger Salzsiiure in fein verteilter Suspension gefillt. Es wurde 3 Stunden 
bei 180—190° und dann 3 Stunden bei 210° erhitzt, weil bei einer Probe 
nach dem Erhitzen auf 180° kein Koproporphyrin in Ather zu treiben war. 
Nach 3 Wochen Stehen war das entstandene Koproporphyrin ausgeflockt. 
Es wurde abfiltriert und mit Methylalkohol-Salzsiiure verestert. Ausbeute 
15mg. Schmelzpunkt nach 2maligem Umkrystallisieren aus Chloroform- 
Methylalkohol 282°. Mischschmelzpunkt mit Koproporphyrin II vom Schmelz- 
punkt 279° war 280°. 

Oxydation der Tetramethylporphintetrabernsteinsdure. ia) Zu 
carboxyliertem Himatinséiureanhydrid (XIV). 1g des Porphyrin- 
octamethylesters wurde durch 3 stiindiges Kochen in 25 cem Wasser und 
lg Natronlauge verseift. Die Lésung wurde mit 15 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure unter Kiihlung versetzt, so daB die Lésung einer 50°/,igen 
Schwefelsiure entsprach. Innerhalb '/, Stunde wurde dann unter Turbi- 
nieren eine Lésung von 2 g Chromsiure und 20 cem Wasser ohne Kiihlung 
(Temperatur bis zu 30°) zugetropft. Nach 4 stiindigem weiteren Turbinieren 
wurde die Lésung tiber Nacht stehen gelassen. Die schwefelsaure Liésung 
wurde mit festem Atzkali bei etwa 30° alkalisch gemacht. Das auskrystalli- 
sierte Kaliumsulfat wurde mehrmals mit Wasser gewaschen und die Lésung 
8 Stunden im Schottapparat mit Ather extrahiert. Nach Eindampfen des 
Athers blieb fast nichts zuriick. Die waBrige Lisung wurde dann schwach 
angesiiuert und erneut 12 Stunden extrahiert. Nach Eindampfen des Athers 
und Trocknen iiber Atznatron blieben 800 mg des Anhydrids zuriick. Zur 
Analyse wurde aus Ather—Petrolither umkrystallisiert. Schmelzp. 173°. 

5,400 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,390 mg CO,, 1,830 mg H,0. 
Stickstofffrei. 

C,H,O, (229,064) Ber. C 47,85 H 3,53 Gef. C 47,43 H 3,79. 
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b) 1g des Porphyrinesters wurde wie oben verseift und oxydiert. 
Statt die Schwefelsiurelésung zu neutralisieren, wurde sie im Schottextraktor 
12 Stunden extrahiert. Der Ather wurde eingedampft und der Riickstand 
iiber Atznatron getrocknet. Der krystallisierte Kérper wurde in sehr ver. 
diinnter Natronlauge gelést und 4 mal mit Ather die basische Komponente 
ausgezogen. Beim Eindampfen des Athers blieb fast nichts zuriick. Die 


alkalische Liésung wurde schwach sauer gemacht und 20mal mit Ather | 
ausgezogen. Nach dem Trocknen des Athers iiber Natriumsulfat wurde | 


eingedampft. Schmelzp. 146—178°. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus 
Ather war der Schmelzpunkt auf 167—170° gesunken. Qualitative Stick. 
stoffanalyse zeigte keinen Stickstoff an. 

2) Zu carboxylierter Himatinsiiure. 1,2 g Porphyrinester wurden 
in 20 cem n-Natronlauge durch 8 stiindiges Kochen auf dem Drahtnetz ver- 


seift. Die Liésung wurde in ein kleines Becherglas gegossen, mit 5 ccm | 


Wasser nachgespiilt, unter Kiihlung mit 10 ccm n-Schwefelsiure neutralisiert 
und mit 15 ccm konzentrierter Schwefelsiure die Lésung auf eine etwa 
40°/, ige Schwefelsiure gebracht. Dann wurde unterhalb 0° mit der theore- 
tischen Menge Chromtrioxyd (1,5 g) mit 7 cem Wasser tropfenweise unter 
Turbinieren oxydiert und noch 1'/, Stunden weitergeriihrt. Nach Stehen 
iiber Nacht wurde die griine Liésung im Schottextraktor 12 Stunden 
mit Ather extrahiert. Die Atherlésung wurde mit verdiinnter Soda aus- 
gewaschen und der basische Bestandteil aus der Sodalésung durch 


5 maliges Ausschiitteln mit Ather ausgezogen. Beim Eindampfen des Athers | 


blieb fast nichts zuriick. Die Sodalésung wurde dann mit verdiinnter 
Schwefelsiiure schwach angesiuert und erneut 12 Stunden im Schottextraktor 
extrahiert. Nach Eindampfen des Athers wurde der Riickstand iiber Phos- 


phorpentoxyd und Atznatron getrocknet. Rohausbeute 920mg. Zur Analyse | 


wurde die carboxylierte Hiamatinsiure zweimal mit absolutem Ather ex- 
trahiert. Schmelzp.195° unter Zers. Mischschmelzpunkt mit Carboxylhimatin- 
siiure aus natiirlichem Uroporphyrin (von Holt) vom Schmelzp. 178° unter 
Zers., 165° unter Zers. 


4,285 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 7,500 mg CO,, 1,550 mg H,O. — 
3,807 mg Subst.: 0,216 cem Ny, (21°, 724 mm). 


C,H,O,N (227,08) Ber. OC 47,56 H3,99 N 6,16 
Gef. ,, 47,74 ,, 4,05 ,, 6,27. 


4-Methyl-5-carbathoxypyrrol -2 -aldehyd -3- bernsteinsauredime- 
thylester (XV). 4g 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol -3 - bernsteinsiiure- 
dimethylester wurden in 80 ccm absolutem Ather gelést und unter Kiihlung 
tropfenweise mit 2 Mol Sulfurylchlorid versetzt. Nach 2 Tagen wurde die 
Lésung auf einen kleinen Rest eingeengt, der im Vakuum abgesaugt wurde. 
Der erhaltene «-Dichlormethylkérper wurde 2 Stunden in wenig Methy|- 
alkohol gekocht, eingeengt und aus Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Tafeln vom Schmelzp. 113°. 


4,265 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 8,725 mg CO,, 2,155 mg H,O. 
C,,H,,0,N (328,141) Ber. C 55,70 H 5,98 
Gef. », 55,79 97 0,65. 
Oxim des 4-Methyl-5-carbathoxypyrrol-2-aldehyd-3-bernstein- 


sauredimethylesters (XV). 0,5 g des Aldehyds wurden in wenig Sprit | 
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‘ gelost und mit einer, mit Soda neutralisierten Hydroxylamin-hydrochlorid- 
- lésung versetzt und auf dem Wasserbad der Sprit abgedampft. Das Oxim 


scheidet sich 6lig aus, krystallisiert aber nach lingerem Stehen, Zur Analyse 
wurde aus Sprit-Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 128°. 


3,298 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 0,253 cem N, (17°, 725 mm). — 
8,990 mg Subst.: 8,160 mg AgJ. 
C,;H,,0;N. (340,176) Ber. N 8,24  20CH,+100,H, 31,48 
Gef. ,, 8,61 P 31,08. 


Semicarbazon des 4-Methyl-5-carbathoxypyrrol-2-aldehyd-3-bern- 
steinsauredimethylesters (XV). 0,5 g des Aldehyds wurden mit 1 Mol 
Semicarbazid - hydrochlorid und 1 Mol Calciumacetat, beide in wenig 
Sprit gelést, versetzt, auf dem Wasserbad unter Wasserzusatz in Lisung 
gebracht und 2%/, Stunden weitergekocht. Der Alkohol wurde eingeengt 
und das Semicarbazon aus Sprit-Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 179°. 


3,495 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 0,452 cem N, (20°, 716 mm). — 
5,365 mg Subst.: 9,325 mg AgJ. 
CreHo20,N, (882,204) Ber. N 14,66 20CH, + 10C,H, 28,02 
Gef. ,, 14,19 ss 26,67. 


4-Methyl -2-carbmethoxy -5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsaure- 
dimethylester (XVI). 4 g 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol-3-bernsteinsiure- 
dimethylester wurden in 80 ccm absolutem Ather gelést und unter Kihlung 
tropfenweise mit 3,1 Mol Sulfurylchlorid versetzt. Nach 2 Tagen wurde die 
Lisung eingeengt, mit Methylalkohol versetzt und 2 Stunden gekocht. Nach 
dem Einengen wurde der Ester aus Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Prismen vom Schmelzp. 114°. Mischschmelzpunkt mit dem Aldehyd 100°. 


4,850 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,655 mg CO,, 2,670 mg H,0. 


C,eH.,0,N (355,172) Ber. C 54,06 H 5,96 
Gef. y 34,29 « as 


Langere Einwirkung von Diazomethan. — a) Auf 2,4-Dimethy|- 
5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiéure (zu XVII). Das Pyrrol wurde in 
Methylalkohol gelést und mit tiberschiissigem Diazomethan versetzt und 
8—10 Tage stehen gelassen. Die Atherlésung wurde filtriert und abgedampft. 
Der Riickstand aus Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 126°. Misch- 
schmelzpunkt mit dem Dimethylester (V) der 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy- 
pyrrol-3-fumarsiiure 118°. 

5,455 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,000 mg CO,, 2,985 mg H,O. — 
3,470 mg Subst.: 0,387 cem N, (22°, 723mm). — 4,310 mg Subst.: 8,575mg AgJ. 
C,.H,,0,N, (851,18) Ber. C 54,52 H5,96 N 11,92 20CH,+0C,H, 30,50 

Gef. ,, 55,00 ,, 6,12 ,, 12,27 ” 30,24. 


b) Auf 2,4-Dimethy]-5-carbithoxypyrrol-3-acrylsiureme- 
thylester. Der Pyrrolester wurde in Ather geliést, mit Diazomethan. 
lésung versetzt und 8 Wochen stehen gelassen. Das Anlagerungsprodukt 
krystallisiert langsam aus. Eine weitere Menge kann durch Eindampfen 
des Athers gewonnen werden. Zur Analyse wurde aus Chloroform—Methy]- 
alkohol umkrystallisiert. Feine Nadeln in Klumpen vom Schmelzp. 211° 
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4,420 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 9,215 mg CO,, 2,550 mg H,O. — 

4,138 mg Subst.: 6,335 mg AgJ. 
C,,H,,0,N, (293,07) Ber. C 57,30 H 6,58 OCH, +0C,H, 25,92 
Gef. ,, 56,86 ,, 6,45 ‘ 24,70. 


c) Auf 2,4-Dimethyl1-5-carbithoxypyrrol-3-acrylsiéure. 
ithylester. Der Pyrrolester wurde mit iiberschiissiger Diazomethanlésung 


17 Tage stehen gelassen. Die Lésung wurde filtriert, eingedampft und der 


Riickstand aus Sprit umkrystallisiert. Schmelzp. 1721759, 
3,955 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 0,490 cem N, (22°, 715 mm). 
C,;H,,0,N, (307,176) Ber. N 13,68 Gef. 13,49. 


d) Auf 2,4-Dimethyl-3-(@-cyan-w-carbithoxyviny])-5-carb- 


athoxypyrrol. Das Pyrrol wurde in Aceton gelést, mit Diazomethan- | 


lésung versetzt und 3 Tage stehen gelassen. Das Liésungsmittel wurde dann 
abgedampft, der Riickstand aus Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 116°. 
4,800 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 11,105 mg CO,, 2,835 mg H,O. — 
3,030 mg Subst.: 0,260 cem N, (22°, 718 mm). 
C,gH,,0,N, (304,16) Ber. OC 63,12 H 6,63 N 9,21 
Gef. ,, 63,10 ,, 6,61 ,, 9,35. 


e) Auf 2,4- Dimethyl- 3-(w-dicyanvinyl)-5-carbithoxypyrrol. 
Das Pyrrol wurde in Ather gelést, mit Diazomethanlésung versetzt und 


10 Tage stehen gelassen. Der Ather wurde abgedampft und der Riickstand | 


aus Sprit umkrystallisiert. Schmelzp. 161°. 


5,030 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 12,070mg CO,, 2,675 mg H,O. — | 


3,110 mg Subst.: 0,441 cem N, (20°, 726 mm). — 5,355 mg Subst.: 4,905 mg AgJ. 


C,,H,,0,N, (261,12) Ber. C 65,90 H 5,75 N 16,09 OC,H, 17,25 
Gef. ,, 65,44 ,, 5,95 ,, 15,78  ,, 11,57. 

f) Auf 2,4-Dimethyl-3-(w-cyan-w-carbithoxyviny])-pyrrol- 
3-carbonsiure. Das Pyrrol wurde in Methylalkohol suspendiert, mit 
iiberschiissiger Diazomethanlésung versetzt und 10 Tage stehen gelassen. 
Der Ather wurde abgedampft und der Riickstand aus Sprit umkrystallisiert. 
Schmelzp. 139%. 

4,890 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 11,090 mg CO,, 2,665 mg H,O. — 
4,582mg Subst.: 0,392 cem N, (22°, 726 mm). — 5,625mg Subst.: 8,688mg AgJ. 
C,sH,,0,N, (290,11) Ber. C 62,04 H6,25 N9,65 OCH,+0C,H, 26,22 

Gef. ,, 61,85 ,, 6,10 ,, 9,46 / 25,02. 

g) Auf 2,4-Dimethyl-3-(@-dicyanvinyl)-pyrrol. Das Pyrrol 
wurde in Ather gelést, mit iiberschiissiger Diazomethanlésung versetzt und 
5 Tage stehen gelassen. Der Ather wurde abgedampft und der Riickstand 
aus Sprit umkrystallisiert. Schmelzp. 160°. 

4,490 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,700 mg CO,, 2,400 mg H,O. — 
4,065 mg Subst.: 0,821 ccm N, (22°, 726 mm). 


C,,H,,N, (185,09) Ber. C 71,31 H 5,99 N 22,69 
Gef. ,, 71,07 ,, 5,98  ,, 22,82. 
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h) Auf 4-Methyl-3-(w-dicyanvinyl)-2-carbmethoxy-5-carb- 
ithoxypyrrol (XVIII). Das Pyrrol wurde in Aceton gelést, mit tiber- 
schiissiger Diazomethanlésung versetzt und 5 Tage stehen gelassen. Das 
Lésungsmittel wurde abgedampft und der Riickstand aus Methylalkohol-Ather 
umkrystallisiert. Schmelzp. 123°. Es wurden die Produkte aus zwei ver- 
schiedenen Ansiitzen zur Analyse gegeben. 

4,990 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 11,150 mg CO,, 2,390 mg H,O. — 
3,245 mg Subst.: 0,374 ccm N, (21°, 718 mm). — 4,605 mg Subst. (bei 40° 
j. V. getr.): 10,2830 mg CO,, 2,260 mg H,O. — 3,890 mg Subst.: 0,466 cem 
N, (21°, 723 mm). — 3,118 mg Subst.: 4,578 mg Agu. 

C,¢H;,0,N, (315,16) 

Ber. C 60,92 H 5,44 N 18,38 OCH, + OC,H, 23,78 

Gef. ,, 60,94 ,, 5,36 ,, 12,64 

>» yy 60,59 iy, «3,49 sy,:«18,28 24,13. 

Einwirkung von Diazoessigester. — a) Auf 2,4-Dimethy]l-3- 
w-eyan-w-carbéthoxyvinyl)-5-carbithoxypyrrol. 1g des Pyrrols 
wurde mit 2,5 cem Diazoessigsiuredthylester 1'/, Stunden auf 110 bis 

120° erhitzt. Nach Abkiihlen wurde das Ol aus Methylalkohol krystallisiert. 
Schmelzp. 124°. 

5,100 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 11,340 mg CO,, 2,970 mg H,O. — 
5,210 mg Subst.: 0,343 ecm N, (22°, 726 mm). — 4,938 mg Subst.: 9,077 mg 
AgJ. 

C,9H,,0,N. (376,19) Ber. C 60,61 H 6,43 “N 7,46 OC,H, 35,26 
Gef. ,, 60,64 ,, 6,52 ,, 7,28 35,91. 


b) Auf 2,4-Dimethy]-3-(@-dicyanviny])-5-carbithoxypyrrol. 
2g des Pyrrols wurden mit 8 ccm Diazoessigsiureithylester 2 Stunden 
auf dem Wasserbad erhitzt. Der iiberschiissige Diazoessigester wurde im 
Vakuum auf dem Wasserbad abdestilliert und der Riickstand aus Sprit 
umkrystallisiert. Schmelzp. 149°. 

5,555 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 12,640 mg CO,, 2,815 mg H,O. — 
3,875 mg Subst.: 0,416 eem N, (22°, 718 mm). — 3,548 mg Subst.: 5,048 mg 
AgJ. 

C,,H,,0,N, (329,172) Ber. C 61,97 H 5,82 N 12,77 OC,H, 27,37 
tef. ,, 62,06 ,, 5,67 ,, 12,58 y 27,29. 


ec) Auf 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-acrylsiureme- 
thylester. 3g des Pyrrols wurden mit 6cem Diazoessigester 40 Stunden 
auf dem Wasserbad erhitzt. Es wurde mit Ather aufgenommen, mit kon- 
zentrierter Salzsiure, Soda und Wasser gewaschen. Der Ather wurde ge- 
trocknet, abgedampft und der Riickstand aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
WeiBe Nadeln vom Schmelzp. 143° unter Zers. Mischschmelzpunkt mit 
Ausgangsmaterial (Schmelzp. 149°) 127—138° unter Zers. 


3,671 mg Subst. (bei 45° i. V. getr.): 0,382 com N, (22°, 721 mm). — 
4.415 mg Subst.: 8,490 mg AgJ. 
C,,H,,0,N, (865,203) Ber. N 11,51 OCH, + OC,H, 33,13 
Gef. ,, 11,42 “ 33,06. 


d) Auf Mesitylen. 1,2 cem Diazoessigsiuremethylester wurden mit 
12 cem Mesitylen iiber Nacht stehen gelassen und dann 14 Stunden auf 
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120° erhitzt. Darauf wurde das nicht umgesetzte Mesitylen im Vakuum 
der Wasserstrahlpumpe bei 57—65° abdestilliert und das Anlagerungs- 
produkt bei 100—180° aufgefangen. Da die Menge des Ols gering war, 
wurde es mit der gleichen Gewichtsmenge Atznatron im Sprit verseift, der 
Sprit abgedampft, der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und 
mit verdiinnter Salzsiure gefallt. Zur Analyse wurde die Séure nochmals 
in Soda geldst, filtriert, gefallt und abfiltriert. Nach Trocknen iiber Phos- 
phorpentoxyd wurde es mit absolutem Ather extrahiert. Rosetten vom 
Schmelzp. 140°. 
4,875 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 13,265 mg CO,, 3,303 mg H,0O. 
C,,H,,0, (178,109) Ber. © 74,11 H 7,92 
Gef. ,, 74,21 » aes 


2,4-Dimethylpyrrol-3-pyrazolincarbonsdure (XX). 2¢ 2,4-Di 
methy] - 5-carbithoxypyrrol-3-pyrazolincarbonsiiuremethylester wurden in 
10°/, iger alkoholischer Kalilauge auf dem Wasserbad 3 Stunden verseift. 
Die Lésung wurde eingedampft, mit wenig Wasser aufgenommen und unter 
Kiihlung gefiillt. In der Nihe der kongosauren Reaktion fillt die 2,4 
Dimethylpyrrol- 5 -carbonsiure-3-pyrazolincarbonsiiure aus. Bei weiterem 
Ansiuern decarboxyliert die Siure und geht wieder in Lésung. Die Lésung 
wurde 16 Stunden im Schottextraktor extrahiert. Nach Eindampfen des 
Athers blieb 1,0 g Substanz zuriick, die aus Sprit umkrystallisiert wurde. 
Schmelzp. 165° unter Zers. 


4,014 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.); 0,740 cem N, (23°, 714 mm). 
C,oH,,;0.N, (207,128) Ber. N 20,03 Gef. N_ 19,97. 


Pyrazolin-3,4-dicarbonsdure (XXI). 5 g 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxy 
pyrrol-3- _pyrazolincarbonsiuremethylester wurden mit 2 g Atznatron in 30 ccm 
50°/,igem Sprit 5 Stunden auf dem Wasserbad verseift. Die Lésung wurde 
eingedampft, mit wenig Wasser aufgenommen, filtriert und bei 0° die 
2,4-Dimethylpyrrol-5-carbonsiure-3-pyrazolincarbonsiure gefillt. Es wurde 
sofort abfiltriert und in 30cem 50°/,iger Schwefelsiure geldést, wobei 
Decarboxylierung zu 2,4-Dimethylpyrrol-3-pyrazolincarbonsiure eintritt. Die 
Siiure wurde wihrend 15 Minuten bei Zimmertemperatur mit 7,5 g Chrom- 
siureanhydrid in 15 cem Wasser unter Turbinieren oxydiert. Nach Stehen 
iiber Nacht wurde die Lésung 18 Stunden im Schottextraktor extrahiert. 
Der Riickstand wurde nach Abdampfen des Athers in schwacher Natron- 
lauge gelist und fiinfmal ausgeiithert. Nach Abdampfen des Athers blieb 
nichts zuriick. Die alkalische Lisung wurde sechwach angesiuert und 
zwilfmal ausgeithert. Nach Trocknen des Athers iiber Natriumsulfat wurde 
er eingedampft und der Riickstand iiber Phosphorpentoxyd und Atznatron 
getrocknet. Aus Essigester umkrystallisiert. Schmelzp. 233° unter Zers. 


3,876 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 5,535 mg CO,, 1,045 mg H,O. — 
3,261 mg Subst.: 0,520 ccm N, (24°, 716 mm). 


C,H,O,N, (158,064) Ber. C 38,26 H3,80 N 11,72 


Gef. ,, 38,95 », 3,02 » Ragen 


2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-s-bromacrylsauremethylester. 
1,3 g (2,1 Mol) Natrium wurden in 50 ccm absolutem Sprit gelést und mit 
4 ccm (1,05 Mol) Malonester versetzt und 1 Stuade gekocht, wobei der 
Natriummalonester ausfillt. Der 2, 4-Dimethyl-5 
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dibromacrylsiuremethylester aus 7 g 2, 4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3- 
acrylsiiuremethylester wurde dann in festem Zustand zugegeben, mit 25 ccm 
absolutem Sprit nachgewaschen und 5 Stunden gekocht, wobei alles in 
Lisung geht, mit Ausnahme des gebildeten Natriumbromids. Die Lésung 
wurde dann in Ather gegossen, mit Soda, Salzsdure und Wasser gewaschen 
und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Eindampfen des Athers wurde 
der Riickstand aus Methylalkohol umkrystallisiert. Monokline Krystalle 
yom Schmelzp. 159°. 

4,375 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 7,685 mg CO,, 1,880 mg H,O. — 
5,325 mg Subst.: 7,440 mg AgJ. — 3,945 mg Subst.: 2,190 mg AgBr. 

C,3H,,O,NBr (330,056) 

Ber. C 47,27 H 4,89 OCH, + OCH, 23,05 Br 24,21 

Gef. ,, 47,91 » 4,81 - 22.63 yy 23,62. 


Verseifung des 2,4-Dimethyl-3-(dicyancyclopropy])-5-carbathoxy- 
pyrrols. Das Pyrrol wurde in der 10fachen Menge 2 n-Natronlauge 
9 Stunden auf dem Wasserbad verseift. Vdollige Lésung tritt bereits nach 
', Stunde ein. Nach Abkiihlen wurde die Lésung filtriert, auf 0° gekihlt 
und mit verdiinnter Schwefelsiure bis zur schmutzig kongosauren Reaktion 
angesiuert. Dabei macht sich die abgespaltene Blausiure bemerkbar. 
Die Siure wurde abfiltriert, gewaschen und getrocknet. Zur Analyse wurde 
sie mit absolutem Ather extrahiert. Schmelzp. 229° unter Zers. 


4,586 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,980 mg CO,, 2,470 mg H,0O. 
38,337 mg Subst.: 0,230 cem N, (22°, 716 mm). 

C,H,,0,N (181,096) Ber. C 59,63 H6,12 N 7,74 

Gef. ,, 59,85 , 602 ,, 7,51. 

Titration: Einwage 20,1 mg verbrauchen 1,1 cem n/10-Natronlauge. 
Molekulargewicht gef. 221. 

Veresterung der obigen Saure. Die Siure wurde in itherischer 
Suspension mit Diazomethan verestert. Nach einer '/, Stunde wurde der Ather 
gewaschen, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wurde aus Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Rosetten vom Schmelzp. 160°. Mischschmelzpunkt 
mit 2, 4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbithoxypyrrol vom Schmelzp. 145—148° 
war 158°, 

4,790 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 10,845 mg CO,, 2,905 mg H,O. — 
3,647 mg Subst.: 0,249 ccm N, (20°, 693 mm). — 4,435 mg Subst.: 5,210mg AgJ. 

C,,H,;0,N (195,109) 

Ber. C 61,50 H 6,72 N 7,18 OCH, 15,90 

Gef. 61,75 6,79 1,25 » 15,52. 


4-Methy1-3-(2,2’-dicyancyclopropyl)-2-carbmethoxy-5-carbathoxy- 
pyrrol. 4 g des 2,4-Dimethy]-3-(2, 2’-dicyancyclopropy])-5-carbithoxypyrrols, 
gewonnen durch Diazomethananlagerung an 2,4-Dimethyl-3-(@-dicyanviny]l)- 
5-carbéthoxypyrrol, wurden in 20 ccm Methylalkohol gelést, vorsichtig mit 
6 cem Brom versetzt und 2 Stunden gekocht. Beim Abkiihlen krystallisiert 
der Kérper aus. Verdiinnen mit wenig Wasser vermehrt die Ausbeute. 
Nach Absaugen und Waschen mit 50°/,igem Methylalkohol wurde der 
Kérper aus Methylalkohol umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzp. 128°. 


Ausbeute etwa 3 g. 
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5,068 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 11,070 mg CO,, 2,180 mg H,O. — 
4,075 mg Subst.: 0,529 cem N, (20°, 710 mm). 


C,;H,,0,N, (301,144) 
Ber. C 59,77 H 4,79 N 13,95 Gef. C 59,57 H 4,81 N 14,13, 


Carboxylierte Himatinsaure (aus Uroporphyrin). Die Krystiillchen 
sind flache, nach einem Kantenpaare verlingerte Rhomben; manchmal 
kommt noch eine weitere Kante als Abstumpfung der 
spitzwinkligen Rhombenecke dazu. Der Rhombenwinke! 
betrigt etwa 70° (gem. 72—69°), die weniger hiufige Be- 
~ grenzungskante schlie8t mit der langen Rhombenkante 
einen Winkel von etwa 45° ein, doch ist diese Messung 
nicht sehr genau. Die Ausléschungsschiefe gegen die lange 
Rhombenkante betriigt etwa 29° (gem. 28—29,5°). Die 
dazu senkrechte Ausléschungsrichtung scheint die Spur 
der Ebene der optischen Achsen zu sein. 
Das Krystallsystem ist mit der gré8ten Wahrschein- 
lichkeit monoklin, die Ebene der Rhomben wire dann (010). 
Der Nachweis von optischer Aktivitét ist weder aus 
den vorhandenen morphologischen noch optischen Ver- 
haltnissen zu erweisen. 
Obiges Priparat war aus Aceton krystallisiert, wihrend die oben 
beschriebene synthetische Saure mit der Bernsteinsidureseitenkette aus Aceton 
nur élig erhalten wurde, auch nach Impfen mit ,,analytischem“ Krystall. 





2, 4- Dimethyl -5 -carbathoxypyrrol -3 - maleinsaure - diisopropy!- 
ester. 5 g 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-fumarsiure wurden in 75 ccm 
Isopropylalkohol suspendiert und trockener Chlorwasserstoff bis zur Siattigung 
eingeleitet. Nach 2tigigem Stehen wurde es 2 Stunden gekocht, der iiber- 
schiissige Isopropylalkohol abgedampft und der Riickstand in Ather mit 
Soda und Wasser gewaschen. Nach Trocknen iiber Na,SO, wurde der 
Ather abgedampft und der Riickstand in Sprit aufgenommen. Nach 
2monatigem Stehen war ein Teil auskrystallisiert. Aus Sprit umkrystalli- 
siert. Feine weibe Nadeln vom Schmelzp. 126°. Mit groBer Wahrschein- 
lichkeit handelt es sich um den Maleinsiureester, weil unter dem Einflul 
von Chlorwasserstoff — wie oben beschrieben — diese Umlagerung leicht 
eintritt. Auch ist der Methylester der Maleinsiure weiB im Gegensatz zu 
dem der Fumarsiure, der gelb ist; der Propylester ist ebenfalls farblos. 


Dargestellt wurde dieser zum Zwecke der Verseifung der «-stindigen 
Carbithoxygruppe, weil angesichts der gréBeren Bestindigkeit der Propyl- 
ester immerhin die Aussicht besteht, auf diese Weise letzten Endes dann 
zur 2, 4-Dimethylpyrrol-3-maleinsiure zu gelangen. 

4,115 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,395 mg CO,, 2,725 mg H,O. — 
3,621 mg Subst.: 0,194 cem N, (20°, 709 mm). 


C,oH;,0,N (365,219) Ber. C 62,43 H1,45  N 8,84 
Gef. ,, 62,27 ,, 7,42 ,, 4,11. 


4-Methyl-3-propionylpyrrol-2,5-dicarbonsaiure. 8 g des Anlage- 
rungsproduktes von 2 Methylengruppen an 4-Methy]-3-(w-dicyanvinyl)-2-carb- 
methoxy-5-carbithoxypyrrol wurde mit 40 cem H,O und 8 g Atznatron auf 
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dem Wasserbad verseift. Kurz nach Einsetzen der Reaktion tritt heftige 
Reaktion cin und der K6rper lést sich mit kirschroter Farbe. Es wurde 
10 Stunden auf dem Wasserbad verseift. Der Kérper zeigt starke Fluorescenz 
und riecht stark nach Ammoniak. Die Liésung wurde mit Eis versetzt und 
mit konzentrierter Salzsiure gefallt (HCN!). Nach Trocknen des K6rpers iiber 
Phosphorpentoxyd wurde mit absolutem Ather extrahiert. Schmelzp. 203°. 
4,512 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 8,845 mg CO,, 1,895 mg H,O. — 
4,226 mg Subst.: 0,242 cem N, (21°, 713 mm). 
C,,H,,0,N (225,096) Ber. C 53,31 H4,92 N 6,22 
Gef. ,, 53,46 ,, 4,70 ,, 6,30. 


Der Ester wurde mit Diazomethan gewonnen. Er krystallisiert in 
feinen Nadeln vom Schmelzp. 48°. 


5,206 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 10,880 mg CO,, 2,710 mg 
H,O. — 8,621 mg Subst.: 0,194 cem N, (20°, 709 mm). — 4,505 mg Subst. : 
7,825 mg AgJ. 

C,,H,,0,N (253,128) Ber. C 56,89 H5,70 N 5,52 OCH, 24,52 
Gef. ,, 57,00 ,, 5,88 ,, 5,82 » 22,96. 


Die Analysen stimmen also auf den in der Uberschrift angegebenen 
Kirper. In Ubereinstimmung mit dieser Konstitutionsauffassung stimmt das 
Resultat der Jodwasserstoffreduktion, die eindeutig zu einem Pyrrol fiibrt, 
das die Ehrlichsche Reaktion erfiillt und mit Diazobenzolsulfonsiure im 
sauren Medium kuppelt. Der definitive Beweis fiir den Kérper obiger Kon- 
stitution mu8 durch Reduktion nach Wolff-Kishner erbracht werden, 
der zum bekannten #-Methyl-f’-propylpyrrol fiihren miiBte. 


4- Methyl -3-(2-cyan -2’-carbathoxycyclopropy]l) -2-carbmethoxy- 
5-carbathoxypyrrol. 3 g 2,4-Dimethy]-3-(2-cyan-2’-carbithoxycyclopropyl)- 
5-carbiithoxypyrrol wurden in 25 cem siedendem Methylalkohol gelést und 
tropfenweise mit 6 cem Brom versetzt. Nach istiindigem Kochen wurde 
die Lésung in Ather gegossen und mit Soda und Wasser gewaschen. Der 
Ather wurde getrocknet und eingedampft. Nach lingerem Stehen (4 Wochen) 
krystallisiert ein Teil des Ols. Die Krystalle wurden abfiltriert und aus 
Sprit umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzp. 162°. 

5,525 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,495 mg CO,, 2,645 mg H,O.— 
3,970 mg Subst. : 0,315 cem N, (20°, 713 mm). — 4,120 mg Subst.: 8,770 mg Agu. 

; C,,H,,0,N, (348,172) 

Ber. C 58,59 H 5,79 N 8,05 OCH, +0C,H, 33,79 

Gef. ,, 58,74 y 3,86 y 8,67 36,59. 

2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbmethoxypyrrol. 2, 4-Dimethyl-3-acetyl- 
pyrrol-5-carbonsiiure, gewonnen durch Verseifung des 2, 4-Dimethy]-3-acety]- 
5-carbiithoxypyrrols, wurde in Methylalkohol mit Diazomethan verestert. 
Nach einer '/, Stunde wurde die Lésung aufgearbeitet. Aus Sprit krystalli- 
siert es in feinen Nadeln. Schmelzp. 158—159°. Mischschmelzpunkt mit 
vorher gewonnenem Methylester 159°. 

5,462 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 12,305 mg CO,, 3,270 mg H,O. — 
4,528 mg Subst.: 0,294 cem N, (19°, 719 mm). 

C,H,;0,N (195,109) “Ber. © 61,50 H 6,71 7,18 
Gef. ,, 61,44 ,, 6,70 ,, 7,18. 
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Diazomethananlagerung an 2-Methoxymethyl-4-methyl-5-carb. 


athoxypyrrol-3-fumarsauredimethylester. Das Pyrrol wurde 4 Wochen 
mit Diazomethan in Ather stehen gelassen. Nach Abdampfen des Athers 
wurde das zurtickbleibende Ol in wenig Sprit aufgenommen. Nach 2mo-. 
natigem Stehen war der Kérper auskrystallisiert. Aus Methylalkoho! 
4eckige Tafeln. Schmelzp. 117—118° unter Zers. 
4,833, 4,970 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,505, 9,740 mg CO,, 2,645, 
2,625 mg H,O. — 4,066 mg Subst.: 0,400 cem N, (19°, 719 mm). 
C,,H,30,N, (381,203) Ber. C 58,52 H 6,08 N 11,02 
Gef. ,, 58,64, 53,45 ,, 6,28, 6,12 ,, 10,88. 
Nach der Analyse ist also ein Molekiil Diazomethan angelagert worden 
und es handelt sich um den 2-Methoxymethyl-4-methyl-5-carbithoxypyrrol- 
3-pyrrazolindicarbonsiureester. 


In der Z. physiol. Chem. 231, 231 (1935) veréffentlichten Arbeit von 
H. Fischer u. Georg Fries ,Synthese von Acetyl-pyrromethenen und 
Bilirubinoiden“ wurde aus Versehen die Beschreibung folgender Kérper 
weggelassen : 

Oxim des 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbathoxypyrrol. Das Pyrrol, 
in Sprit warm geldést, wurde mit einer, mit Soda neutralisierten Hydroxy]- 
aminchlorhydratlésung versetzt und 2 Stunden gekocht. Das Oxim krystalli- 
siert aus der Lésung. Aus Sprit umkrystallisiert. Schmelzp. 195°. 


3,839 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 0,417 cem N, (20°, 702 mm). 
C,,H,,03;N, (224,141) Ber. N 12,50  Gef. N 11,97. 

Oxim des 2,4-Dimethyl1-3-acetylpyrrols. Das Oxim wurde wie oben 
dargestellt. Nach dem Kochen wurde der Alkohol abgedampft und das 
zuriickbleibende gelbe Ol] in kaltes Wasser gegossen, wobei es krystallisiert. 
Aus Spritwasser umkrystallisiert. Schmelzp. 136° 

4,706 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 0,974 cem N, (23°, 711 mm). 

C,H,,ON, (140,112) Ber. N 18,42 Gef. N 18,20. 
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Glutathion und Autolyse. 
Von 


Sandor Lang. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Pazmany Péter-Universitiit Budapest.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1935.) 


Uber die Rolle des Glutathions im Organismus besitzen wir 
noch keine sicheren Kenntnisse. Man schreibt ihm vielerlei 
Wirkungen zu, und die neueren Untersuchungen sprechen dafiir, 
daB es als aktivierender Stoff der in den Geweben vorkommenden 
Proteasen, der katheptischen Enzyme, auftritt. Fiir die Pflanze 
wies Grassmann?) nach, daB die Phytokinase, der Aktivator der 
Gewebsproteasen, mit dem Glutathion identisch sei, fiir den Tier- 
kérper dagegen bewies Waldschmidt-Leitz’), da der unter 
dem Namen Zookinase bekannte Kathepsinaktivator nichts anderes 
sei, als die reduzierte Form des Glutathions. Die oxydierte Form 
des Glutathions aktiviert nach den Untersuchungen beider Au- 
toren nicht. 

Da die Gewebsproteasen bei der Autolyse eine groBe Rolle 
spielen, ist von diesem Gesichtspunkte aus der Gehalt der Ge- 
webe an reduziertem Glutathion von groBer Wichtigkeit. Nach 
der Annahme von Waldschmidt-Leitz*) beginnt die Autolyse 
erst dann, wenn sich infolge des Fehlens der Sauerstoftversorgung 
das Glutathion in reduziertes Glutathion umwandelt und die Ge- 
websproteasen aktiviert; eine gesteigerte Autolyse jedoch ist nur 
dort méglich, wo sich in den Geweben eine gréBere Menge von 
reduziertem Glutathion aufspeichert. Als Beispiel hierfiir fihrt 
Waldschmidt-Leitz die in den Geschwulstgeweben vor sich 
gehende Autolyse an; die Blutversorgung der Geschwulstgewebe 
ist schlecht, wegen Sauerstoffmangel verwandelt sich Glutathion 
in reduziertes Glutathion und veranlaBt die Autolyse des Geschwulst- 
gewebes. In seinen Mitteilungen aber fiihrt Waldschmidt-Leitz 





1) Diese Z. 186, 183 (1929); 194, 124 (1930). 
2) Diese Z. 198, 260 (1931). 
*) Naturw. 18, 644 (1930). 
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keinerlei Versuchsangaben zur Bekriftigung seiner Annahme an, | ‘Tier 
Bei ihren, seine Theorie kontrollierenden Untersuchungen beob- f dab 
achteten Kleinmann?) und Abderhalden?) keine aktivierende sich 
Wirkung des Glutathions, andernteils wurde es nicht bestiitict, im 
da8 in den Geschwulstgeweben eine stirkere Autolyse vor sich F Gew 
gehe [Maschmann’)]. Es wurde ferner nachgewiesen, daB sich gan 
in den Geschwulstgeweben kein reduziertes Glutathion aufspeichere F als _ 
[Heinlein‘), Bierich )], ja sogar in den der Sauerstoffversorgung Unte 
vollkommen beraubten Geweben (z. B. Infarkte) gibt es keine sche 
gréBeren Mengen von reduziertem Glutathion als in normalen —  Tatv 
[Borger]. mals 

Bei unseren eigenen Untersuchungen’) verglichen wir den — als : 


wir 
sterl 
war 


Glutathiongehalt der Leber von hungernden und mit Phosphor 
vergifteten Ratten mit dem der Leber von gut genihrten, ge- 
sunden. Nach Hungern und Phosphorvergiftung zeigte sich die 
Autolyse der herausgenommenen Organe gesteigert, es konnte da- 
her durch Untersuchungen des Glutathiongehalts entschieden 
werden, ob bei der gesteigerten Autolyse die Vermehrung des 
reduzierten Glutathions eine Rolle spiele. Die Glutathionbestim- 

mung wurde nach dem jodometrischen Verfahren von Kiihnau erm 
ausgefiihrt. Nach dem Ergebnis unserer Untersuchungen konnte F-=—— 
zwischen dem Glutathiongehalt der Leber von hungernden und FF ° 
von gutgenihrten Tieren kein wesentlicher Unterschied festgestellt — : 
werden, ebensowenig ergab sich nach Phosphorvergiftung eine F 7 
gréBere Abweichung, auch dann nicht, wenn wir die Vergiftung — * 
mit Hungern kombinierten. Weder in der absoluten Menge des 












Batte Nr. 
Zeit im 
_ Brut- 





Glutathions, noch in dem Verhiltnis des reduzierten zum oxy- mehr 
dierten Glutathion beobachteten wir wesentlichere Schwankungen. F im | 
Da der Gehalt an reduziertem Glutathion in der Leber der FF ‘edu: 
hungernden bzw. phosphorvergifteten Tiere nicht gréBer ist, kann — Auto 
die Steigerung der Autolyse beim Hungern und bei Phosphor- sich 
vergiftung auf diesem Wege nicht erklirt werden. | Wert 
Wenn auch unmittelbar nach der Tétung des Tieres die Menge  '%t 4 
des reduzierten Glutathions in der Leber des phosphorvergifteten ri 
cmnGiaieaeni | dara 
1) Klin. Wschr. 10, 1503 (1981). | nicht 
*) Fermentforschg. 18, 147 (1932). mach 
8) Diese Z. 218, 142 (1933). wand 


4) Z. Krebsforschg. 33, 161 (1932). 
5) Diese Z. 215, 151 (1933). 
6) Diese Z. 217, 255 (1933). 
7) Biochem. Z. 271, 180 (1934). | und 
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Tieres nicht gréBer ist, so ist dennoch die Méglichkeit gegeben, 
daB das oxydierte Glutathion beim Stehen aus Sauerstoffmangel 
sich in die reduzierte Form umwandelt, und sich auf diese Weise, 
im Wege der Erhéhung des reduzierten Glutathiongehalts des 
Gewebes, die Autolyse steigere. Dies kann eventuell in den Or- 
ganen der phosphorvergifteten Tiere in gréBerem Mafe erfolgen 
als in den der Normalen, und auf diese Weise kénnte auch der 
Unterschied in der Stirke der Autolyse eintreten. Zur Ent- 
scheidung dessen fiihrten wir nicht nur unmittelbar nach der 
Tétung, sondern auch in den darauffolgenden 24 Stunden mehr- 
mals, Glutathionbestimmungen in der Leber sowohl normaler, 
als auch phosphorvergifteter Ratten aus. Die Leber entnahmen 
wir dem Tier unter sterilen Bedingungen und hielten sie in 
sterilem Gefif im Brutschrank bei 37°C. Das Ergebnis aber 
war (vgl. Tabelle), daB wir in keinem einzigen Halle eine Ver- 
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mehrung des Gehalts an reduziertem Glutathion beobachteten, ja 
im Laufe der Autolyse verminderte sich sogar die Menge des 
reduzierten Glutathions stindig. Dagegen stieg wahrend der 
Autolyse die Menge des oxydierten Glutathions, es verwandelt 
sich also das reduzierte Glutathion in die oxydierte Form. Der 
Wert des in diesem Zeitpunkt gefundenen oxydierten Glutathions 
ist zwar kleiner als der, welcher der vollkommenen Umwandlung 
des reduzierten Glutathions entspricht; diese Erscheinung weist 
darauf hin, daB das Glutathion auch in der oxydierten Form 
nicht unveriindert bleibt, sondern zerfallt. Ahnliche Beobachtungen 
machte auch Borger bei Infarktgeweben, in welchen die Um- 
wandlung des reduzierten Glutathions in oxydiertes und darauf 
dessen Abnahme ebenfalls eintraten. 

Das Fortschreiten der Autolyse verursacht daher Abnahme 
und Umwandlung des reduzierten Glutathions, es kann also gar 
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keine Rede davon sein, daB die Aufspeicherung des reduzierten 
Glutathions die Autolyse verursachenden Fermente aktivieren 
wiirde. Weder bei normale noch bei gesteigerte Autolyse zeigen- 
den Organen war, weder beim Beginn noch beim Verlauf der 
Autolyse, eine Aufspeicherung des reduzierten Glutathions zu beob- 
achten, und so gelang es nicht, Beweise fiir die Waldschmidt- 
Leitzsche Theorie zu finden; ja diese Tatsachen sprechen sogar 
dagegen. Ubrigens ist diese Theorie schon a priori unwahrschein- 
lich, weil dazu, daB sich unter der Wirkung des Sauerstoffmangels 
reduziertes Glutathion im Organismus aufspeichere, es erforder- 
lich wire, daB der gréBere Teil des Glutathions in oxydierter 
Form im Organismus anwesend sei. Doch beweisen alle bisher 
ausgefiihrten Untersuchungen, daf nur ein sehr kleiner Teil des 
Glutathions, kaum 10°/,, in oxydierter Form zu finden ist, wihrend 
der iiberwiegend gréBere Teil in reduzierter Form zugegen ist. 

Nach unserem Versuchsergebnis kénnte man vielleicht an- 
nehmen, daf das Glutathion auf eine andere, von der Wald- 
schmidt-Leitzschen Theorie abweichende Art seine aktivierende 
Wirkung ausiibe. Da sich das reduzierte Glutathion in oxydiertes 
umwandelt, kénnte man glauben, daf die Umwandlung des redu- 
zierten Glutathions im Zusammenhang mit der Aktivierung er- 
folge. Dagegen jedoch spricht, daf die Umwandlung des Gluta- 
thions auch auf andere Art erklirt werden kann. Nach den 
Untersuchungen von Barrenscheen!) tritt das Glutathion im 
Verlauf der Kohlenhydratspaltung bei der Milchsiéurebildung als 
Wasserstofispender auf, und dann sammelt sich oxydiertes Gluta- 
thion an. So kann also die Umwandlung des reduzierten Gluta- 
thions wiihrend der Autolyse erklairt werden. 

Kurz zusammengefaBt: Nach unseren Versuchen ist in den 
nach Hungern und Phosphorvergiftung gesteigerte Autolyse zeigen- 
den Organen der Gehalt an reduziertem Glutathion nicht gréBer 
als in den normalen; das reduzierte Glutathion verwandelt sich 
im Verlauf der Autolyse in oxydiertes. Auf Grund alles dessen 
erscheint es nicht wahrscheinlich, daf die Aufspeicherung des 
reduzierten Glutathions den Beginn der Autolyse und die Akti- 
vierung der Gewebsproteasen verursache. 





1) Biochem. Z. 235, 453 (1932). 
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Chemische und spektrographische Vergleichsuntersuchungen 
iber den C-Vitamingehalt in Gehirn, Liquor cerebrospinalis 
und Serum. 

Von 
F. Plaut, M. Biilow und F. Pruckner. 


Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Kaiser Wilhelm-Institut) in Miinchen. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1935.) 


Bei den C-Vitaminbestimmungen in Organen und Koérper- 
fliissigkeiten, insbesondere in Gehirn, Cerebrospinalfliissigkeit und 
Serum, die in unserem Institut (? * * 4) durchgefiihrt wurden, 
stellte sich das Bediirfnis heraus, die chemisch ermittelten Werte 
an C-Vitamin (Ascorbinsiure) mittels einer weiteren Methode zu 
kontrollieren. Zum chemischen Nachweis wurde die von Harris°) 
modifizierte Tillmanssche Methode, Titration mit 2,6-Dichlor- 
phenol-Indophenol in saurer Lésung (p,,3) benutzt. Bei der Ti- 
tration in saurer Lésung darf angenommen werden, daB keine 
anderen bekannten reduzierenden Substanzen wie Cystein und 
Glutathion interferieren, aber die Méglichkeit ist nicht aus- 


'geschlossen, daB reduzierende Stoffe unbekannter Art an dem 


Reduktionseffekt beteiligt sind. Als Kontrollmethode kam einmal 
in Frage die biologische Priifung der Substrate auf ihre skorbut- 
verhiitende Wirkung beim Meerschweinchen. Diese Methode konnte 


| jedoch nicht in Betracht gezogen werden, sowohl wegen der ge- 


ringen Quanten, die bei den Cerebrospinalfliissigkeiten zur Ver- 
fiigung stehen, und weiterhin, weil die Gehirne und sonstigen Or- 
gane, deren Priifung vorzunehmen war, groBenteils von mensch- 
lichen Leichen stammten, deren Verfiitterung an Meerschweinchen 
naturgemiB nicht angiingig erschien. Darum wurde das spektro- 
sraphische Verfahren gewihlt; die physikalischen Messungen wurden 


von Fri, Dr. F. Pruckner durchgefiihrt. 


Das Absorptionsspektrum der Ascorbinsiure ist zuerst in 
England ausgemessen worden. Bowden und Snow’) schreiben 
allerdings, daB sie es nicht vdéllig untersuchen konnten, fanden 
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aber eine starke Bande bei 265 mu. Lowry") und T. W. Birch 


und L. J. Harris’) geben in ihren Arbeiten iiber die Rotations. 
dispersion der Ascorbinsiure die Lage der Bande bei 260 mw an, | 
Zur quantitativen Messung in Gewebsfliissigkeiten wurde die charak. | 


teristische Absorption des Vitamins zuerst von M. van Kekelen 


und Mitarbeitern verwendet. Sie stellten mittels photoelektrischer | 


Messung das gleiche Maximum bei 265 mu in reiner Ascorbin- 
siurelésung, im Liquor und Kammerwasser fest. Blut und Urin 
enthielten zu viel stérende Substanzen und lieBen sich nicht aus. 
messen. 

Nach unseren Messungen beginnt die Absorption einer reinen 
frisch hergestellten Ascorbinsiurelésung in langwelligem Ultra- 
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violett bei etwa 275 mu, steigt dann bis 265 mu steil an und 
zeigt nach einem flachen Stiick bis 260 mu einen weiteren An- 
stieg. Das von den anderen Autoren angegebene ausgesprochene 
Maximum bei 265 mu konnten wir an frisch hergestellten Lisungen 
nicht beobachten, wohl aber an einer offenbar verinderten Form 
der Siure, wie man sie beim Durchleiten von Luft durch ihre 
Lésung in Trichloressigsiure erhiilt. 

Fig. 1 zeigt die Absorptionskurve der reinen Saéure in 3°/, iger 
Trichloressigsiure. Die Aufnahmen erfolgten mit einem Zeiss- 
schen Quarzspektrographen nach der Methode von Scheibe*) 
mit rotierendem Sektor. Als Lichtquelle diente der kondensierte 
Kisenfunke. Weiter als bis 250 mu wurden die Kurven nicht aus- 
gemessen, da von hier an die Absorption der Trichloressigsiure 
zu stark wird. Die Kurven a, b, ¢ der Fig. 1 entsprechen stei- 
gender Konzentration an Ascorbinsiiure bei gleicher Schichtdicke 
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(1,008 cm). Die markierte Stelle 265—263 mu ist, wenngleich 


sie nur der Andeutung eines flachen Maximums entspricht, gut 
geeignet zur quantitativen Auswertung der Absorptionskurven. 


Auf der Ordinate ist als MaB fiir die Absorption Ig auf- 


da . . 
getragen ; Ig = = 0,1 entspricht, wie auch aus den Kurven er- 


sichtlich, bei der verwendeten Schichtdicke (1 cm) einem Gehalt 
5,3 (2) y/ecm an Ascorbinsiure. Dieser Kichwert ist das Mittel 
aus mehreren Aufnahmen. 

Da die Absorption bzw. die Sektoréffnung bei der Aufnahme 
des Vergleichsspektrums sprungweise verindert wurde, ist der 
Verlauf der Kurven zwischen zwei MeBpunkten etwas willkiirlich, 

















Fig. 2. 


a Ascorbinsiure frische Lésung 

b Ascorbinsiure unter CO, aufbewahrt (24 Stunden) 
c Ascorbinsiiure schwach oxydiert (Luft 30 Minuten) 
d Ascorbinsiure stark oxydiert (Luft 24 Stunden). 


so da an Stelle eines exakten Wertes in manchen Fallen besser 
ein Intervall fiir den Saiuregehalt der Liésung angegeben wird. 
Die Breite dieses Intervalls wird bei gréBerer Gesamtabsorption 
notwendigerweise gréBer, da hier eine kleine Anderung des an 
sich schon kleinen Sektorausschnittes eine groBe Anderung der 
Absorption bewirkt. 

Langeres Belichten der Lésungen mit dem Lichte des Hisen- 
funkens bewirkt keine Anderung der Absorptionskurve. Bei langem 
Stehen in den Kiivetten (mehr als 3 Stunden) verschwindet ein 
Teil der Siure durch Oxydation, wihrend der normalen Dauer 
emer Aufnahme (?/,—1 Stunde) diirfte diese Fehlerquelle wenig 
ausmachen. 

Oxydiert man die reine Ascorbinsiurelésung, so veriindert 
sich zunichst die Absorptionskurve in ihrem kurzwelligen Teil, 
ohne daB sich ihre Héhe an der Stelle 265 mu iindert. Erst bei 
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stirkerer Oxydation nimmt auch die Héhe bei 265 mu ab. Die! 


Absorptionskurven nach der Oxydation ergaben daher in der 
Regel einen héheren Restgehalt an Ascorbinsiure als die Titration 
der oxydierten Lésungen ergab. Diese Veriinderungen zeigt Fig. 2, 
In Lésungen, die unter Kohlensiiure aufbewahrt wurden, nahm 
der Ascorbinsiuregehalt nur langsam ab und dies in gleicher 
Weise fiir Titration und Absorption. 

Ob und mit welcher Genauigkeit eine quantitative Bestimmung 
der Siure méglich ist, hingt vor allem davon ab, in welchem Mage 
andere, in der Lésung vorhandene Substanzen im gleichen Gebiet 
wie die Ascorbinsiure absorbieren. Liquor z.B., in dem das Eiweil 
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—A (MA 
Fig. 3. 
A Liquor mit 1 y/ecm Ascorbinsiure; Eiwei8 unvollstaindig entfernt, 


B derselbe Liquor nach Zusatz von Ascorbinséiure von 9 y/ccm, 
C derselbe Liquor; Eiwei8 mit Hg-Acetat ausgefiallt. 


nur durch Fallen mit 3°/,iger Trichloressigsiure entfernt wurde, 
enthilt noch EKiweiBmengen, deren Absorption ein Vielfaches der- 
jenigen der durchschnittlich vorhandenen Ascorbinsiure betriigt. 

Fig. 3 zeigt die Absorptionskurve eines Liquors von geringem 
Ascorbinsiuregehalt (~ 1 y/ccm) nach der Behandlung mit 8°/, iger 


Trichloressigsiure (Kurve A), dieselbe Lésung nach Zusatz vonf 


9 y/ccm Ascorbinsadure (Kurve B) und denselben Liquor mit Queck- 
silberacetat behandelt (Kurve C). Man sieht: Im Trichloressig- 
siurefiltrat sind noch Substanzen vorhanden, die eine starke Ab- 
sorption in dem fraglichen Gebiet besitzen. Erst eine anschlieBende 
Fallung mit Quecksilberacetat und Schwefelwasserstoff behandlung 
bringt sie zum Verschwinden, aber auch im urspriinglichen Tri- 
chloressigsiurefiltrat ist die Héhe der Ordinate an der Stelle 
275 mu nahezu gleich der Hohe an der Stelle 265 mu. Die Er- 
hohung der Absorption durch die zugesetzte Ascorbinsaure beginnt 
bei 275 mu. Man mibt demnach zweckmiéBig nicht die Gesamt- 
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hohe der Ordinate an der Stelle 265 mu aus, sondern die Differenz 


-gwischen 275 mu und 265 mu. In diesem Fall errechnet sich so 


ein Gehalt von 9,3 y/eccm an Stelle des theoretischen Wertes 
10 y/ccm. Weitere Kontrollmessungen bei Zusatz bekannter Siure- 
mengen ergaben eine Ubereinstimmung innerhalb + 0,6 y, Werte 
unter 3 y/ccm lassen sich nur mehr auf 1 y genau, Werte unter 
1 y/ecm tberhaupt nicht mehr auf diese Weise bestimmen. 

Zur Bestimmung des Ascorbinsiiuregehalts wurde der Liquor 
vor der Aufnahme mit 3°/,iger Trichloressigsiure und einigen 
Tropfen Quecksilberacetat versetzt, das Quecksilber durch Schwefel- 
wasserstoff ausgefallt und der iiberschiissige Schwefelwasserstoff 
durch Kohlensiiure verdriingt. Eine unvollstiindige Ausfillung des 
Quecksilbers kénnte zu groBe Ascorbinsiurewerte vortiuschen. 
Als Vergleichslésung wurde eine der Liquormenge entsprechende 
Menge 0,85°/,ige Kochsalzlésung mit Trichloressigsiure und Na- 
triumacetat versetzt. Nachstehende Tab. I gibt den Vergleich der 
spektrographisch gefundenen und der durch Titration ermittelten 
Werte von 7 Liquores: 

Die Titrationswerte wurden durch direkte Titration des in 
Trichloressigsiure aufgenommenen Liquors gewonnen (0,1 ccm 
20°/,ige Trichloressigsiiure auf 1 ccm Liquor). Die Uberein- 
stimmung ist bei einem Titrationsfehler von 0,1 mg-°/, eine recht 
cute. Wenn die titrierten Werte zum Teil etwas tiefer legen 
als die durch die spektrographische Methode ermittelten, so mag 
das daher kommen, da ein geringer Bruchteil der im Liquor 
vorhandenen Ascorbinsiuremenge durch Oxydation verloren- 
gegangen ist, der mit der spektrographischen Methode noch nach- 
zuweisen ist (vgl. oben). Behandelt man Liquor mit Quecksilber- 
acetat und Schwefelwasserstoff wie fiir die spektrographische Me- 
thode, so erhéhen sich die Werte bisweilen auch bei der Titration. 
Die Erhéhung ist von derselben GréBenordnung wie die Abweichung 
der spektrographischen Werte und im allgemeinen so gering, dah 
die Behauptung berechtigt ist, da8 im Liquor alle Ascorbinsaure 
in reduziertem Zustande vorliegt. Die geringen Differenzen kiénnen 
zustande kommen durch die Einwirkung des Luftsauerstoffes in 
der Zeit zwischen Liquorentnahme und Titration. Auch beim 
Kaninchenliquor kamen wir im Gegensatz zu den Befunden von 
H. K. Miller und W. Buschke!) zu den gleichen Ergebnissen. 

Kine Erhéhung des Indicatorverbrauches sahen wir allerdings 
bisweilen auch bei der Behandlung mit Schwefelwasserstoff allein, 
aber meist nur dann, wenn der Liquor ohne vorheriges Ansiiuern 
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mit Schwefelwasserstoff behandelt wurde; doch ist der Endpunkt 
der Titration dabei schlecht festzustellen, und wie die spektro- 
graphische Bestimmung zeigt, ist es nicht Ascorbinsiure, die die 
erhéhte Reduktionswirkung ausiibt. Ein Kaninchenliquor, der 
nach der Schwefelwasserstoffbehandlung einen Titrationswert von 
3,4 mg-°/, ergab, enthielt spektrographisch ausgemessen nur 1,3 
bis 1,5 mg-°/,. 

Statt mit Quecksilberacetat liBt sich auch mit Kieselgur das 
KiweiB so weitgehend aus dem Liquor entfernen, daB die spektro- 
graphische Aufnahme gelingt. Ascorbinsiiure wird hierbei nicht 
adsorbiert. Es ist daher auch méglich, den Liquor ohne Schwefel- 
wasserstoffbehandlung direkt und mit Schwefelwasserstoff ohne 
Quecksilberfillung aufzunehmen und so die titrierten Werte zu 
kontrollieren. 

Tab. IT zeigt die Werte einiger Liquores, an denen mehrere 
Bestimmungen vorgenommen wurden. 

Wie man sieht, ist die Ubereinstimmung in der GréBen- 
ordnung eine recht gute. Wenn die Titration nach der Schwefel- 
wasserstoff behandlung erheblich héhere Werte gibt als am Anfang, 
so werden sie durch die spektrographische Aufnahme meist nicht 
bestiitigt. Die Quecksilberbehandlung ist ohne Einflu8 auf den 
Ascorbinsiuregehalt des Liquors auch in den Fiillen, wo die 
Ubereinstimmung zwischen den nach beiden Methoden ermittelten 
Anfangswerten nicht gut ist, und wo daher der Verdacht nahe- 
liegt, daB hier andere Substanzen bei der Titration interferieren. 

Auch Gehirnextrakte (hergestellt durch Verreiben von 0,3 g 
Gewebe mit etwa 5 ccm 3°/,iger Trichloressigsiiure) enthalten 
noch zu viel KiweiB, als daB das Absorptionsspektrum zugesetzter 
Ascorbinsiure sich direkt messen lief. Zentrifugieren mit Kiesel- 
gur geniigt hier im Gegensatz zum Liquor nicht, um die stéren- 
den Substanzen zu entfernen (Fig. 4). Die Absorptionskurven 
solcher Extrakte unterscheiden sich deutlich von denen der Ascorbin- 
siiure durch einen viel steileren geraden Anstieg. Anscheinend 
wird deren Absorption durch die eines anderen Stoffes iiberdeckt. 

Nur die Behandlung mit Quecksilberacetat fiihrt hier zum 
Ziel. Nach Ausfillung des Quecksilbers mit Schwefelwasserstoft 
und Entfernung des Schwefelwasserstoffes durch Kohlensiure er- 
hilt man Lésungen, die bei Kontrollversuchen mit Zusatz be- 
kannter Ascorbinsiiuremengen eine befriedigende Ubereinstimmung 
der gemessenen Werte mit den berechneten zeigen. Bestimmt 
man nun in den Quecksilberfiltraten die vorhandene Menge 
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Ascorbinsiure auf spektrographischem und auf chemischem Wege, 
so ist die Ubereinstimmung meist eine recht gute. Zum Vergleich 
haben wir in nachfolgenden Tabellen auch die direkt ohne 
Behandlung mit Quecksilberacetat titrierten Werte angegeben 
(Tab. II1—YV). 

Man sieht, daB bei GroBhirnmark und -rinde erwachsener 
Menschen die Ausfiallung mit Quecksilberacetat ohne EinfluB auf 
die Titrationswerte geblieben ist. Die Methode der Quecksilber- 
acetatfallung wurde von Emmerie?’) eingefiihrt, um Glutathion 











280 * 270 260 250 
Nullpunkt < Mf 


Fig. 4. 
a Organextrakt mit Kieselgur behandelt (Gehirn, Maus). 
) Organextrakt mit H,S und Hg-Acetat behandelt (Gehirn, Fetus), 
e Organextrakt mit H,S und Hg-Acetat behandelt. 
Spektrogr. 13—14 y/ccm, Titriert 10,2 y/ecm (Kaninchengehirn). 


und andere Stoffe, die einen zu hohen Ascorbinsiuregehalt vor- 
tiuschen kénnten, zu entfernen. Wie aus unseren Werten hervorgelt. 
ist sie aber unndétig, wenn man stark saure Extrakte titriert, da sich 
auch bei direkter Titration dann kein wesentlich héherer Ascorbin- 
siuregehalt ergibt [vgl. auch C. Martius und H. v. Euler’’)|. 
Das gleiche gilt fiir Riickenmark und Medulla von Erwachsenen 
und fiir Gehirn von Kaninchen (‘Tab. IV—YV). 

Nur beim Gehirn von Feten und beim Kleinhirn eines Siug- 
lings sahen wir eine Abnahme nach der Quecksilberbehandlung. 
Ob hier aber wirklich der erste Wert zu hoch und nicht der 
zweite nach unseren Erfahrungen beim Blut (vgl. unten!) zu niedrig 
ist, méchten wir dahingestellt sein lassen. 





D 


>) 


D 
T 


lh 








'ege, 
eich 
yhne 
eben 


ener 

auf 
ber- 
hion 


TOr- 
ht, 
ich 
in- 
3)), 


1en 


ag 
ng. 
ler 
rig 





Chemische und spektrographische Vergleichsuntersuchungen usw. 139 


Tabelle ILI. 


mg-°/, Ascorbinsiure im _ 
GroBhirnmark (Mensch) GroBhirnrinde (Mensch) 








1{ujmiiv{[vj| vw] i] |m{|mw 





Direkt titriert | 18+116-+112+1/14416411841]13411441174116+1 





Titriert nach | | | | | | 
Hg +H,S . [14421243 8+43/15+3) 2? |1242/1343)1144/13+312+1 


Spektr. nach | | | | | 
Hg + HLS . | 1742)1742)1142)16+28+214+2]184+21643194+215+2 











Tabelle IV. 





mg-°/, Ascorbinsiure im 
Riickenmark (Mensch) Medulla (Mensch) 
l imi Ww V I | il | Ill 





Direkt titriert . . . . [| 114115411841 18-1] 204121411941 
Titriert nach He +H,S | 8-+31243164319441643] 204315431742 
Spektr. nach Hg +H,S | 1942) 94222+318+322+3] 234216422242 








Tabelle V. 





mg-°/, Ascorbinsiure im 








' Y . o 7 ‘ s x =e 
Gehirn (Fetus) GroBhirn Pires ASS eas ot 
| (Kaninchen) |5 1/753 a2] a-s & 
as wWlaneai 6 8s 
ee TDs om 8 q od = 
1 “ 3 1 | 2 Sie toPice tein i 
” ” Sa be hs 
Direkt titriert | 6142 75+3 6942/2141 2041 | 29+1 | 20+1 | 20+1 


Titriert nach | | 
Hg + H,S - | 9945/5744 | 5847/1942, 18+38 | 2042 | 1841 | 23+4 


Spektr. nach | | | | 
He +H,S . | 4645/5343  524+5| 2542/2642 | 2142 | 1642 | 1942 














Die spektrographischen Bestimmungen ergaben eine Bestiti- 
sung der Titrationen. Wenn eine Abweichung vorliegt, so besteht 
sie meist darin, dafi die Absorptionsmessung die héheren Werte 
liefert. Das kann daher kommen, daB noch oxydierte Ascorbin- 
siiure mitgemessen wird, die bei der Aufarbeitung entstanden ist, 
und der Titration entgeht, oder die Substanz, die sich mit Kiesel- 
gur nicht ausfillen laBt, ist auch nach der Quecksilberbehandlung 
manchmal noch in Spuren vorhanden und tiuscht zu hohe Ascorbin- 
siurewerte vor. Fiir letztere Auffassung spricht, daB ab und an 
auch nach der Behandlung mit Quecksilberacetat einmal eine 
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Kurve mit zu steilem Anstieg vorkommt. Bestimmungen mit 
solchem atypischen Verlauf der Kurven wurden in die Tabellen 
nicht aufgenommen. 

Die gréBten Schwierigkeiten treten bei der Untersuchung 
des Blutserums auf. Im Gegensatz zu Liquor und Geweben liegt 
hier die Ascorbinsiure in der reversibel oxydierten Form vor, 
ist also direkt gar nicht, sondern erst nach Behandlung mit 
Schwefelwasserstoff zu titrieren. Dagegen miiBte es méglich sein, 
nach Ausfallung des KiweiBes den Ascorbinsiuregehalt auf spektro- 
graphischem Wege direkt zu ermitteln. Wir versuchten mit Kiesel- 
gur zum Ziel zu kommen. 

Etwa 10 g Serum wurde in die gleiche Menge 10°/, ige 
Trichloressigsiure gegossen, zentrifugiert und mit 3°/,iger Tri- 
chloressigsiure bis auf ein Gesamtvolumen von 25 ccm nach- 
gewaschen. Dann wurde ein aliquoter Teil der Liésung mit 
Kieselgur geschiittelt und zentrifugiert. Dabei wird bei Ver- 
wendung von Kaninchenblut das Eiweif hinreichend adsorbiert, 
um die Aufnahme der Liésung zu erméglichen. Daf dabei 
nicht auch Ascorbinsiiure adsorbiert wird, konnte durch Kontroll- 
versuche festgestellt werden. Die Auswertung solcher Serum- 
aufnahmen zeigte nun einen deutlichen Ascorbinsiuregehalt, der 
meist in guter Ubereinstimmung steht mit den nach Behandlung 
mit Schwefelwasserstoff mit und ohne Kieselgur titrierten Werten. 
Wir geben in folgender Tab. VI einige Bestimmungen im Serum 
mit zugesetzter Ascorbinsiure, spektrographisch direkt und titri- 
metrisch nach Behandlung mit Schwefelwasserstoff gemessen. Man 
sieht im allgemeinen eine recht gute Ubereinstimmung. 
































Tabelle VI. 
Kaninehen Nr. 3930 Hiisin 8834a 38384b 2837 
Spektrographisch . . | 4,040,2 | 2,9+0,2 | 3,0+0,2 | 2,7+0,3 | 3,6+0,2 
Titriert. ...... 4,8+0,2 | 2,8+0,1 | 3,040,2 | 3,2+0,2 | 33+0,2 


Wir haben auBerdem bisher 38 auswertbare Bestimmungen 
an Kaninchenserum unter den verschiedensten Bedingungen ge- 
macht. Bei 11 lag die Abweichung auBerhalb der Fehlergrenze, 
aber nicht eindeutig nach irgendeiner Seite. Errechnet man 
aus 19 Bestimmungen an normalen mit Winterfutter ernahrten 
Kaninchen den Durchschnittswert, so ergibt sich spektrographisch 
1,4, titriert 1,5 mg-°/,. Bei 8 Kaninchen, die mit Kraut gefiittert 
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wurden, spektrographisch 2,0, titriert 1,8 mg-°/,. Da der Fehler 
jeder Bestimmung etwa 0,2 mg-°/, betriigt, so ist also die Uber- 
einstimmung eine recht gute. Die Abweichungen der einzelnen 
Werte voneinander ergibt Fig. 5. Wir haben die durch die 
Titration gefundenen Werte miteinander durch ein breites Band 
verbunden, um die Streuung der EKinzelwerte anzudeuten. Wie 
man sieht, legen dann nur wenige der spektrographisch be- 
stimmten Zahlen auBerhalb dieses Bandes. Ihre Zahl vermindert 
sich noch mehr, da auch bei ihnen der Fehler + 0,2 bis 0,3 mg-°/, 
betrigt. 

A. Emmerie hat die Ausfillung stérender Substanzen mit 
(Juecksilberacetat gerade fiir Blut ausgearbeitet. Auch durch 
diese Methode wird stérendes Eiweif entfernt, sogar, wie die 





i 4 ah 4. = 4 
—A > 2 


Winterfuter Kraut 
Fig. 5. 
A. S. im Serum von Kaninchen, 
bestimmt durch Titration @, spektrographisch ©. 








Versuche an Gewebeextrakten zeigen, noch radikaler als mit 
Kieselgur, weshalb sie fiir die spektrographische Untersuchung 
fiir Liquor und Gewebe besonders geeignet schien. Beim Kaninchen- 
blut sind nun die Werte nach Behandlung mit Quecksilberacetat, 
Schwefelwasserstoff und Vertreiben des Schwefelwasserstoffes durch 
Kohlensiure deutlich niedriger als die bei Schwefelwasserstoff- 
behandlung allein erhaltenen. Der Durchschnittswert der 19 mit 
Winterfutter ernihrten Kaninchen (vgl. oben!) ist 0,9 mg-°/, nach 
Behandlung des Trichloressigsiurefiltrates mit Quecksilberacetat, 
der fiir die mit Kraut ernihrten 1,3 mg-°/,. Ermittelt man die 
Werte nach der spektrographischen Methode, so liegen sie eher 
noch tiefer. Als Beispiel diene folgende Tab. VII. 

Es fragt sich nun, nach welcher Methode die richtigen Werte 
erhalten werden. Wenn man nach van Kekelen und Mitarbeitern 
annimmt, daB durch Behandlung mit Schwefelwasserstoff allein 
zu hohe Werte erhalten werden, so miiBte man zu gleicher Zeit 
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Tabelle VII. 


3837 3972 3973 3990 3991 





Spektr. direkt | 2,1+0,2] 1,0+0,2 | 0,9+0,2 | 1,6+0,2 | 2,040,3 | 1,740,2 
Titr. nach H,S | 2,140,2] 1,0+0,1 | 1,4-0,2 | 1,6+0,2 | 1,7+0,2 | 1,5+0,2 
Spektr. nach 
Hg-Fillung | 1,8+0,2] 0,7+0,1 | 0,9+0,2 | 0,7+0,2 | 1,240,3 | 1,5+0,2 
Titriert nach 
Hg-Fallung | 1,8+0,2] 0,7-+0,1 | 0,9-+0,2 | 0,9+0,2 | 1,0+0,2 | 1,9+0,2 




















der mit Tillmans’ Indicator titrierbaren Substanz eine Absorption 
im gleichen Gebiet, wie die Ascorbinsiure sie hat, zuschreiben, 
da die spektrographisch direkt bestimmten und die nach H,S- 
Behandlung titrierten Werte iibereinstimmen, und das ist ja sehr 
wenig wahrscheinlich. Die Vermutung liegt niher, daB durch die 
Quecksilberfillung auch Ascorbinsiure mit ausgefallt wird. Zu- 
gesetzte Ascorbinsiure ist allerdings mit Hg-Acetat nicht fiallbar, 
auch die Ascorbinsiure des Liquors und der Gewebe nicht. Man 
mui schon annehmen, daB die Ascorbinsiure im Blut in einer 
besonderen Form, vielleicht an EiweiB gebunden, vorliegt, und 
daB sie daher auch mit dem Eiwei8 gemeinsam ausgefillt wird, 
eine Hypothese, die auch ihre grébere Bestaindigkeit gegeniiber 
reinen Ascorbinsiurelésungen erkliren wiirde. Wir méchten unsere 
Ergebnisse daher in der Weise deuten, daB die ohne (Quecksilber- 
behandlung erhaltenen Werte die richtigeren sind. 

Leider war es bei Serum von Menschen bisher nur in einigen 
Fallen méglich, die nach der Behandlung mit Kieselgur erhaltenen 
Aufnahmen auszuwerten, Das mit Kieselgur behandelte Serum 
zeigt ein hohes flaches Maximum bei 283—278 mu, in dessen 
kurzwelligen Abfall die Stelle 265 mu fallt (vgl. Fig. 6, Kurve a 
und c). Die Absorptionskurven verschiedener Sera unterscheiden 
sich nur wenig voneinander. Lediglich in einigen Fallen war 
die Absorption im Gebiet von 283—275 mu so gering, dab man 
eine Schitzung des Ascorbinsiiuregehaltes versuchen konnte. 

Wir haben nun versucht, zur quantitativen Bestimmung die 
Abnahme der Hohe an der Stelle 265 mu nach Oxydation der Lisung 
heranzuziehen. Die Kurven ¢ und d der Fig. 4 zeigen die Ver- 
inderung der Absorptionskurve eines Serums durch Oxydation. 
Die Verschiebung von d (oxydiert) gegen ¢ ist nur gering bei 
sroBer Gesamtabsorption. Die Messung ist dadurch mit einem 
Fehler von mindestens 30°/, behaftet. Uhberdies fehlt ein Nach- 
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weis dafiir, daB die Oxydation bis zur volligen Zerstérung der 
Ascorbinsiure ging, denn die titrierbare Ascorbinsiure verschwindet 
natiirlich viel schneller. Im Falle der Fig. 6 ergibt sich aus der 
Differenz der Kurven ein Gehalt von 2—2,5 y/ccm, die Titration 
gab 4,6 y/ccm. 

Wir versuchten die unbekannte Substanz*), welche die Messung 
stirt und deren Absorptionsmaximum an der Stelle 280 mu liegen 
dirfte, durch Ultrafiltration aus der Lésung zu entfernen. Bei 
einem Teil der Sera war dies méglich. Die Kurven a und b 
zeigen die Absorption des gleichen Serums, a nach der Behand- 

















f 
| 





A. » i l | i = i | 
500, 290 20 = 20 = 300 200 280 
Nulfpunkt <— ma 
Fig. 6. 
a Serum I mit Kieselgur behandelt. 
b Serum I mit Kieselgur behandelt und ultrafiltriert. 


e Serum II mit Kieselgur behandelt, 
d Serum II mit Kieselgur behandelt und oxydiert. 


lung mit Kieselgur, b nach der darauffolgenden Ultrafiltration. 
Kin Beweis dafiir, ob durch die Ultrafiltration die stérenden 
Bestandteile vollstindig entfernt werden kénnen, fehlt noch. Nur 
bei der Behandlung mit Quecksilberacetat scheinen sie zugleich 
mit dem Eiwei8 hinreichend entfernt zu sein. Ist dies nicht der 
Fall, so liegt der Verdacht nahe, daB der ,,Nullpunkt“ bei 275 mu 
zu hoch gemessen und dementsprechend ein zu geringer Ascorbin- 
siuregehalt festgestellt wird. 


*) W. Graubner") stellte eine Ubereinstimmung dieser Absorptions- 
bande des Serums mit der einiger Hormone fest. Die Maxima der Absorp- 
tionskurven der Handelspriiparate von Insulin (Max. 275 mu) und Adrenalin 
(Max. 280 mu) liegen so nahe beisammen, daf eine Entscheidung, welches 
im Serum enthalten sein diirfte, aus den Absorptionsbanden der Sera, die 
immer die Summe mehrerer Bestandteile darstellen, nicht méglich ist. 
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In jenen Fallen, in denen die Bestimmung mdglich war, nach 
Behandlung mit Kieselgur oder nach Ultrafiltration, ist die Uber- 
einstimmung mit der Titration so gut wie beim Kaninchenblut. 
Nach der Quecksilberbehandlung liegen auch hier beide Werte 
tiefer, wie Tab. IV zeigt. In Analogie zu den Versuchen mit 
Kaninchenblut kann man daher wohl annehmen, da auch hier 
der héhere Wert der richtige ist. 


Tabelle VIII. 





5 





mg-°/, Ascorbinsiiure im Menschenserum 





ll um | we} v | wi] vo 
. oer a eee 





| 

} 
ei | 7 sdiieaiah 
Spektr. nach | | | | 
Kieselgur 1—5 | | | | | 
ultrafiltriert 6u.7 | 1,2 +0,4/0,9 + 0,2 1,3 + 0,3 2,8 + 0,3 2,8 + 0,3 0,8 + 0,2/0,9 +. 0,2 
Titriert nach H,S 1,2+0,3/1,1 +0,2 1,2 +0,2 2,5 +0,3 2,3 + 0,2 0,6 + 0,1/1,2 +0,2 





} 





Spektr. nach 





Hg+H,S . . [0,7+0,30,5+0,2, 1,6 £0,3 1,5+0,3, 
Titriert nach | | | | | | 
Hg +H,S . . | 0,7+0,3/0,7+0,2 0,8 + 0,2/1,7-+ 0,2 1,5 -+0,2 0,3 + 0,1/0,5 + 0,1 


Nr. IV und V der Tabelle beziehen sich auf arterielles und 
vendses Blut der gleichen Person zur selben Zeit. Die Absorptions- 
kurven sind praktisch identisch (Differenz < 0,5 y/ccm), was auch 
die Ubereinstimmung der beiden Titrationswerte bestiitigt. 


Betrachten wir riickblickend noch einmal das vorliegende Ver- 
suchsmaterial, so lift sich zusammenfassend sagen: Die Aus- 
wertung der Absorptionskurve erlaubt eine quantitative Bestimmung 
der Ascorbinséiure im Liquor, Gehirn und Serum in den meisten 
Fallen. Wo die spektrographische Analyse méglich ist, was beim 
Liquor, Gehirn und beim Kaninchenserum meist, beim Menschen- 
serum nur bei der Minderzahl der Fall ist, da bringt sie durch- 
weg eine Bestiitigung der chemischen Methode. Abweichungen 
in einzelnen Fiillen lassen sich erkliren durch den Umstand, dab 
es bisweilen nicht gelingt, wirklich alle stérenden Substanzen, 
die im gleichen Gebiet absorbieren, zu entfernen, und zweitens, 
daB die fiir Ascorbinsiure charakteristische Absorption auch 
noch von schwach im wesentlichen wohl reversibel oxydierter 
Ascorbinsiure gegeben wird, die sich chemisch nicht mehr titrieren 
labt. Im ganzen ist aber die Ubereinstimmung der Methoden 
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eine so gute, daB man wohl sicher sein kann, daB die auf chemischem 
Wege bestimmten Werte in Liquor, Gehirn und Serum dem 
wahren Vitamingehalt entsprechen. 
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Uber die ersten Phosphorylierungsphasen 
der alkoholischen Garung. 
(3. Mitteilung iiber die Enzyme der Girung,) 
Von 


Anton Sechiiffner, Hilde Berl und Erwin Bauer. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. April 1935.) 


In der 2. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe!) wurde iiber 
eine weitgehende Isolierung der ,,Hefephosphatese“ aus den Mace- 
rationssiften von Trockenhefe berichtet. Die ,,Hefephosphatese“ 
— nicht identisch mit der Hefephosphatase — kommt nur bei 
gleichzeitiger Anwesenheit des enzymatischen Oxydoreduktions- 
systems zur Wirkung. Die Reaktion: Dioxyacetonphosphorsiure 
+ Acetaldehyd = Phosphoglycerinsiiure + Alkohol steht danach in 
ursichlichem Zusammenhang mit der eigentlichen Phosphorylie- 
rungsreaktion; sie induziert auf eine bis jetzt noch unbekannte 
Weise die Reaktion: Glucose + Phosphorsiure = Hexoseester. 

Wir wiesen schon damals auf den bemerkenswerten Befund 
hin, daB nimlich die Reaktionsweise der Dioxyacetonphosphor- 
siure bzw. der Hexosediphosphorsiiure, die den Trioseester bei 
Anwesenheit von Zymohexase ersetzen kann, mit dem gereinigten 
Enzymsystem eine andere zu sein scheint als mit dem rohen 
Macerationssaft. Nach O. Meyerhof und W. KieBling?) wirkt 
in einem Phosphorylierungssystem, dem Acetaldehyd zugegeben 
ist, die Hexosediphosphorsiure katalytisch. ,,Kine ganz geringe 
Menge Hexosediphosphorsiiure reicht aus, um wenigstens den 
50 fachen Umsatz von Glucose, Phosphat und Acetaldehyd zu 
erméglichen.“ Dieser Befund entspricht durchaus den Erfahrungen 
der gesamten Literatur. Ganz anders reagiert die Hexosediphosphor- 
siure indes in dem gereinigten Phosphorylierungssystem. Die 
katalytische Reaktionsweise ist hier nicht zu realisieren. Der in 
organischer Bindung iiberfiihrbare Phosphor ist derjenigen Phos- 
phormenge Aquivalent, die am Anfange der Reaktion in organischer 
Bindung in Form des Diesters vorhanden war. Die Reaktion ist 
also stéchiometrisch. Der synthetische ProzeB bleibt stehen, 


1) Anton Schiffner, Erwin Bauer u. Hilde Berl, Diese Z. 252, 
213 (1935). 2) Biochem. Z. 267, 313 (1938). 
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sobald das zugesetzte Hexosediphosphat verbraucht ist. Wie aus 
der Fig. 1a hervorgeht, ist das AusmaB der Synthese bei An- 
wesenheit von gentigend anorganischem Phosphat proportional 
der Menge des zugesetzten Diesters, die nach Beendigung der 
Reaktion vollkommen aufgebraucht ist. Gleichzeitig verschwindet 
die alkaliverseifbare Dioxyacetonphosphorsiure, die bei Anwesen- 
heit von geniigend Zymohexase im Gleichgewicht mit der Hexose- 
diphosphorsiiure steht. Im Gegensatz dazu wird im ungereinigten 


Phosphorylierung bei Anwesenheit verschiedener Mengen Hexosediphosphat. 
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Fig. la. Mit gereinigtem Enzymsystem. Fig. 1b. Mit unreinem Enzymsystem. 

Angewandte Menge Hexosediphosphat Kurve I entspr. 9 mg P, Kurve II entspr. 4,5 mg P, 

Kurve IIT entspr. 2,25 mg P, Kurve IV entspr. 1,25 mg P. 

Enzymsystem auch nach vollstindiger Phosphorylierung immer 
noch alkaliverseifbarer Phosphor festgestellt. Demgemi8 reagiert 
hier die Hexosediphosphorsiure ,,katalytisch“; der erreichbare Grad 
der Phosphorylierung ist unabhingig von der zugegebenen Menge 
Hexosediphosphat. Dies ist, wie aus Fig. 1b hervorgeht, sogar 
fiir die Geschwindigkeit der Phosphorylierung — wenigstens in. 
dem Bereich der Messungen — der Fall. 

Dieser Befund wird durch die Beobachtung erginzt, da8 in 
dem gereinigten Enzymsystem sich die Hexosediphosphorsiure 
durch den Monoester (Neuberg- oder Robisonester) nicht ersetzen 
liBt, wihrend dies bei Anwendung von rohen Macerationssiiften ?) 
der Fall ist. Mit Hilfe des Macerationssaftes findet offenbar eine 
Umwandlung von Monoester zu Diester statt, die mit dem ge- 
reinigten Enzymsystem ausbleibt. Man kann diese Umwandlung 
aus dem gleichzeitigen Auftreten von alkaliverseifbarer Dioxy- 
acetonphosphorsiure nachweisen. Wihrend weder Neuberg- noch 
tobisonester durch Zymohexase in der Weise angegriffen wird, 
daB eine Spaltung in die Dioxyacetonphosphorsiure stattfindet, 
ist bei Anwendung von Macerationssiiften sofort alkaliverseifbarer 
Phosphor nachweisbar. Die im letzteren Fall entstehende Dioxy- 


_ acetonphosphorsaure kann nicht direkt aus dem Monoester durch 


die Wirkung der Zymohexase entstehen, sondern wird iiber den 
Umweg des Diesters gebildet. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIV. 11 
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Unsere Beobachtungen erlauben mit Sicherheit die Fest- 
stellung, daB als Primarprodukt der Phosphorylierung nicht Hexose- 
diphosphorséure entsteht, sondern ein Hexosemonoester, der 
entweder identisch mit dem Robisonester oder in den der Robison- 
ester leicht umwandelbar ist. Zu einer dhnlichen Feststellung 
gelangte O. Meyerhof*) auf andere Weise. Aus den Versuchs- 
ergebnissen dieser Arbeit geht weiterhin hervor, daB bei der zell- 
freien Garung ein Weg vom Primiirester zur Hexosediphosphorsiure 
existieren muB, der in dem gereinigten Phosphorylierungssystem 
ausgeschaltet ist. Bei der Darstellung dieses Systems _findet 
demnach gleichzeitig die Abtrennung eines Enzyms oder einer 
Enzymkomponente statt, die den Primirester ganz oder zum Teil 
in den Diester umzuwandela vermag. 


Tabelle 1. 


Wirkung des Hexosediphosphates bei der Phosphorylierung 
mit gereinigtem Enzymsystem. 
In einem Gesamtvolumen von 12,5 ccm sind 0,5 g Glucose, 0,3 cem 1/, mol. 
Phosphatlésung, 1 cem 1/,, mol. MgSO,, 50 mg Acetaldehyd, wechselnde 
Mengen hexosediphosphorsaures Natrium, 2 cem Co-Zymase (40 Co.E.), 1 ccm 
gereinigte Zymohexase ') und 4 ccm gereinigtes ,,Zwischenferment“') enthalten. 
Py = 7,0. Zahlen bedeuten mg P bezogen auf den ganzen Ansatz von 12,5 cem. 














“Zeit 4 Hexose- . Alkali- 
in diphosphat a. a. °/, Synthese | verseifbarer 
Stdn. | entspr. mg P a : Phosphor 

0 4,425 _ _ 1,835 
2 m 1,720 2,705 61 0,872 
4 0,405 4,025 91 0,460 
8 0,084 4,341 98 0,380 
0 4,275 — _ 1,245 
2 on 1,778 2,502 58,5 0,580 
4 { , 0,833 3,442 80,5 0,030 
8 0,750 3,525 82.4 0,020 
0 4,06 : on 0,762 
2 — 2,35 1,71 42,1 0,025 
4 { nas 2,35 1,71 42,1 0,025 
8 2,35 1,71 42,1 — 
0 4,02 = ae 0,600 
2 ' 3,15 0,87 21,6 0,00 
4 _— 3,15 0,87 216 0,00 
8 3,15 0,87 21,6 “ne 
0 3,959 _ -_ _ 
8 00 3.959 0,00 0,0 - 




















*) Biochem. Z. 273, 80 (1934). 
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Uber die ersten Phosphorylierungsphasen der alkoholischen Girung. 


Tabelle 2. 


Wirkung des Hexosediphosphates bei der sala ania daetaiatae 
mit Macerationssaft. 
In einem Gesamtvolumen von 12,5 ccm sind 0,5 g Glucose, 1 eem 4/,, mol. 
MgSO,, 50 mg Acetaldehyd, 1,5 cem Phosphatlésung (entsprechend 3 mg P), 
wechselnde Mengen hexosediphosphorsaures Natrium, 1 cem Co-Zymase 
(20 Co. E.), 0,5 cem frischer Macerationssaft, enthalten. py = 7,0. Zahlen 
bedeuten mg P bezogen auf den ganzen Ansatz von 12,5 ccm. 














gereinigte Zymohexase’), 4 ccm ,,Zwischenferment“') enthalten. 


Zeit | ~ Hexose- Alkali- 

in diphosphat ——_ > a ae °/, Synthese | verseifbarer 
Min. | entspr. mg P P Phosphor 

0 4,10 a _ _ 

15 45 1,08 3,02 73,7 . 
30 , 0,14 3,96 96,6 a 
60 0,14 3,96 96,6 — 

0 4,10 sas _ 0,310 
15 — 0,94 3,16 17,1 0,370 
30 7 0,14 3,96 96,6 0,537 
60 0,14 3,96 96,6 0,563 

0 4,10 _ _ 0,288 
15 — 0,960 3,14 76,6 0,342 
30 , 0,14 3,96 96,6 0,480 
60 0,14 3,96 96,6 0,495 

0 { 4,32 — _ _— 
a — | 4,32 0,00 0,0 

















Tabelle 3. 


Nichtersetzbarkeit des Hexosediphosphates 
durch Monophosphat im gereinigten Enzymsystem. 
In einem Gesamtvolumen von 12,5 cem sind 0,5 g Glucose, 1 cem ?/,, mol. 
MgSO,, 0,25 cem '/, mol. Phosphat, 50 mg Acetaldehyd, 5 mg organisch geb. 
Phosphor in Form der Hexoseester, 2 cem Co-Zymase (40 Co. E.), 1 cem 
Pu = 7,0. 
Zahlen bedeuten mg P bezogen auf den ganzen Ansatz von 12,5 ccm. 











sail Art des 

Zeit in Anorgan. Phosphor- 0 

Stunden a nee Phosphor schwund o Synthese 

Esters 

0 " Hexone- 4,74 —- oe 
4 diphosphat 2,53 2,21 46,6 
0 Neuberg- 4,50 — — 
4 ester 4,50 0,0 0,0 
0 Robison- 4,48 — ~~ 
4 ester 4,43 0,05 1,1 
0 ohne 4,61 _ — 
4 Esterzusatz 4,56 0,05 1,1 
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Tabelle 4. 


Ersetzbarkeit des Hexosediphosphates durch Monophosphat 
im ungereinigten Phosphorylierungssystem. 


In einem Gesamtvolumen von 12,5 cem sind 0,5 g Glucose, 1 cem */,, mol, 
MgSO,, 50 mg Acetaldehyd, 1,5 ccm Phosphatlésung (entspr. 3 mg P), 
4,5 mg organ. geb. Phosphor in Form der Hexoseester, 1 cem Co-Zymase 
(20 Co. E.), und 0,5 cem Macerationssaft enthalten. py = 7,0. Zahlen be 
deuten mg P bezogen auf den ganzen Ansatz von 12,5 ccm. 














Zeit j Art des ‘. Phosvh or Alkali- 
howe 2 a zugesetzten en Se “ —_a verseifbarer 
inuten re osphor | schwun Phosphor 
0 Hexose- 4,10 — — 0,405 
30 diphosphat 0,14 3,96 96,6 0,580 
60 0,14 3,96 96,6 0,595 
0 Robison- 4,10 -- — 0,587 
30 ester 0,14 3.96 96,6 0,937 
60 0,14 3,96 96,6 ome 

















Tabelle 5. 


Wirkung der Zymohexase auf Hexosephosphorsiureester. 


Im Gesamtansatz von 12,5 cem sind je 5 mg organ. geb. Phosphor und 1 ccm 
gereinigte Zymohexase aus Muskel') enthalten. py = 7,0. Zahlen bedeuten 
mg-Phosphor bezogen auf den ganzen Ansatz von 12,5 cem. Temperatur 30’. 





Alkaliverseifbarer P 0 














Angewandter Ester ° 

. nach 1 Stunde verseifbarer Phosphor 
Hexosediphosphat .. . 1,238 24,7 
Neubergester. ..... 0,00 0,0 








Robisonester. ..... 0,00 0,0 
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Zur chemischen Genetik chlorophyllmutierender Gerstensippen. 


Vergleich zwischen dem Gehalt an Chlorophyll und Gramin 
in den Sippeu Primus I, Primus II (Gulvit, Xanthalba und Xanthaurea) 
(Nilsson-Ehle), Westergaards Linie 
unu einer Linie aus Kreuzung von Goldgerste <x Chevalier (Hallqvist). 
Von 


Hans vy. Euler, Harry Hellstrém und Nils Lofgren. 
Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Mai 1935.) 


In einer Reihe von Arbeiten’), welche der vorliegenden vor- 
ausgehen, ist die Problemstellung unserer chemisch-genetischen 
Untersuchungen dargelegt worden: Wir haben ein genetisch gut 
durchgearbeitetes Material gewahlt, bei welchem die Mutation in 
der Konzentrationsinderung eines chemisch exakt definierten Stoffes 
besteht. Bei der Bearbeitung dieses Materiales, Chlorophyli-mutieren- 
der Gerstensippen, gehen wir auf drei verschiedenen Wegen vor: 

1. Wir suchen die ersten Entwicklungsstadien unserer eigen- 
schaftsbedingenden Substanz, des Chlorophylls, festzulegen; in 
dieser Hinsicht hat sich das Resultat ergeben, da bei chlorophyll- 
defekten Mutanten eine Degeneration des Chloroplasten vorliegt, 
welche offenbar die Nichtbildung des Chlorophylls bedingt. 

2. Unsere Versuche, durch chemische und optische Mikro- 
methoden in die chemische Zusammensetzung der Chromosomen 
elnzudringen, ist tiber das Stadium methodischer Vorarbeiten noch 
nicht hinausgekommen, die hier nicht erwihnt werden sollen. 

3. Wir untersuchen quantitativ meBbare Eigenschaften, welche 
dem Chlorophylldefekt folgen. An allgemeineren Ergebnissen sind 
hier folgende zu erwihnen: 





1) H.v. Euler, Hereditas (Lund) 13, 61 (1929). — v.Euler, Hellstrému. 
Runehjelm, Diese Z. 182, 205 (1929). — v. Euler u. Runehjelm, Sv. Vet. 
Akad. Arkiv f. Kemi 10 A, Nr. 10 (1930) u. Diese Z. 185, 74 (1929). — v. Euler 
u. Moritz, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10 A, Nr. 11 (1930). — v. Euler, 
Porssberg, Runehjelm u. Hellstrém, Z. ind. Abst. Vererb.lehre, 59, 
131 (1981). 
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In allen vollstindig chlorophylldefekten Pflanzenteilen erwies 
sich die Wirkung des Enzyms Katalase auf }/, bis ?/, des nor- 


malen Wertes erniedrigt. In nicht vollstindig chlorophylldefekten 


Pflanzen ist der Katalasegehalt normal. 
4, Zwischen 2 Paaren von Gerstensippen (Westergaards-Linie 


und Linie aus Kreuzung Goldgerste x Chevalier einerseits und 


einer Svaléf-Linie aus 4 zeiliger Gerste [Nilsson-Ehle] und Gold. 
gerste andererseits) war ein charakteristischer Unterschied fest- 
gestellt worden. In den Sippen Westergaards-Linie und Linie aus 
Goldgerste x Chevalier wurde eine Substanz gefunden, welche in 
einer groBen Zahl von Gerstensippen fehlt. Der genetischen Ver- 
schiedenheit der Gerstensippen Westergaards Linie und Linie aus 
Kreuzung Goldgerste x Chevalier de Garton von den anderen bisher 
untersuchten Sippen entspricht ihre chemische Verschiedenheit be- 
ziiglich der Ausbildung dieser Substanz, einer Indolbase C,,H,,N,. 
fiir welche wir den Namen Gramin vorschlagen. Auf die Ver- 
teilung dieses Stoffes kommen wir S. 156 zuriick. 

In dieser und unseren folgenden chemisch-genetischen Mit- 


teilungen werden wir im Einverstiindnis mit Herrn Prof. Nilsson- § 
Ehle die nachstehenden abgekiirzten Bezeichnungen fiir die unter- Ff 


suchten Sippen und Linien verwenden: 

W = Westergaards Linie, homozygot!?) Ihr Heterozygo' 
W het alb 1 spaltet im Verhiltnis 1 W:2 W het alb 1:1 Albina 1. 

Sval alb = vierzeilige Svaléfsorte, homozygot. Thr 
Heterozygot Sval alb het alb 2 spaltet im Verhiltnis 1 Sval alb: 
2 Sval alb het alb 2: 1 Albina 2. 

Go x Chev = Linie aus Kreuzung Goldgerste x Che- 
valier deGarton?). Ihr Heterozygot (Go x Chev) het alb 3 spaltet 
im Verhialtnis 1 Go x Chev : 2(Go x Chev) het alb 3: 1 Albina 3. 

Prob = Probsteier Gerste, homozygot. Ihr Heterozygot 
Prob het Xa 2 spaltet im Verhiltnis 1 Prob: 2 Prob het Xa 2: 
1 Xantha 2. 

Sval Xa = vierzeilige Svaléfsorte, homozygot. [hr 
Heterozygot Sval Xa het Xa 1 spaltet im Verhiltnis 1 Sval Xa: 
2 Sval Xa het Xa i: 1 Xantha 1. 

Folgende Sorten sind alle aus Goldgerste durch spontane 
Mutation entstanden. Ihre normalen Homozygoten werden daher 
mit Go bezeichnet. Die Heterozygoten spalten wie folgt: 





1) C. Hallqvist, Hereditas (Lund) 5, 49 (1924). 
2) Nilsson-Ehle, Z. Abst. u. Vererb.-lehre 9, 289 (1913). 
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1 Go: 2 Go het Chlo: 1 Chlorina 
1 Go: 2 Go het alb 7: 1 Albina 7 
1 Go: 2 Go het alb X 1: 1 Alboxantha 1 
1 Go: 2 Go het Xa3: Xantha 3 
1 Go: 2 Go het Vir 6: Virescens 6. 
Primus I ist eine reine Linie (aus Diamantgerste) seit 30 Jahren 
in Svalév geziichtet. 
Primus IT ist eine Linie aus Kreuzung Primus! x Goldgerste. 
Die Heterozygoten von Primus II, die wir untersucht haben, 
spalten folgendermaBen: 


1 Prim II : 2 Prim II het Xalb : 1 Xanthalba 
1 Prim II: 2 Prim II het Xaur: 1 Xanthaurea 
1 Prim IL: 2 Prim II het gulvit: 1 Gulvit. 
Im folgenden benutzen wir der Kiirze halber fiir die beiden 
Réntgenmutationen, die aus Goldgerste durch Réntgenbestrahlung 
entstanden sind, die Bezeichnung: 


Heterozygot Homozygote 
Réntgenmut. 1 Go het RnE 1 RnE 1 (weiB), Go 
Réntgenmut. 2 Go het RnE 2 RnE 2 (gelbgriin), Go. 


Die griinen Homozygoten werden somit fiir beide Mutationen 


mit Go bezeichnet. 
Methodik. 


Wirverwendeten dieselbe Methode, die friiher bei vergleichenden Chloro- 
phylluntersuchungen zur Anwendung gekommen war. Nach 24 stiindigem 
Einweichen in 1/,°/,iges Wasserstoffperoxyd wurden eine Anzahl Kérner 
der verschiedenen Sippen in einem Blechkasten auf Filtrierpapier gekeimt. 
Nach 3 Tagen wurden die Keimlinge dem diffusen Tageslicht ausgesetzt. 
Nach weiteren 8 Tagen wurden etwa 20 Pflanzen jeder Sippe mit Alkohol 
extrahiert und die Chlorophyllextinktion der Lésungen bei 668 mu photo- 
elektrisch bestimmt. Die Extrakte wurden dann fiir die quantitative Be- 
stimmung der Indolbase nach den friiher angegebenen Methoden') weiter 
bearbeitet. Dabei wurde auf eine gleichmiBige Ausfiihrung aller Operationen 
geachtet. Die erhaltenen Atherlésungen wurden eingedampft, in Alkohol 
aufgenommen und die Extinktion bei 280 mu photoelektrisch bestimmt. 

Fiir die Bestimmung der Verteilung der Base innerhalb des Blattes der 
Liinge nach wurde eine Anzahl Keimlinge in 4 gleiche Teile (Nummer 1—4) 
geschnitten und alle Teile derselben Nummer zusammen extrahiert. Danach 
wurden die Lisungen, wie eben erwihnt, gereinigt und die Konzentration 
bestimmt. 

Versuchsergebnisse. 


Die Tab. Ia und Ib geben die Resultate zwei verschiedener 
Serien von Chlorophyllbestimmungen wieder. Es zeigt sich, daB 


1) y. Euler, Hellstrém, Burstrém, Diese Z. 218, 245 (1933). 
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der Chlorophyligehalt der normalen Pflanzen ziemlich iiberein- 
stimmend ist. Unter den defekten enthalt Primus II ,,Gulvit« kein 


Chlorophyll. 


Das Verhiltnis defekt: normal war 
bei Xanthalba 0,10 bzw. 0,18, 


bei Xanthaurea 0,37 bzw. 0,36, 









































Tabelle Ia. 

Extink- Kenn, | - Chlorophy Ne 
tion der| Chloro- Vo- | Frisch- gehalt in 

Linie Lésung phyll | lumen] gewicht mg pro g 

om Frisch- 

cm~! | y/ecm | ccm g mg gewecht 
Prim II, Prim II het Xalb | 1,88 | 25,1 25 | 1,24 |0,627/ 0,50 

Xanthalba 0,119 | 1,58 | 10 | 0,354 |0,0158) 0,045 
Prim II, Prim IT het Sat 1,98 26,4 25 1,29 0,66 0,51 
Xanthaurea . 0,672 | 9,0 25 | 1,20 |0,225| 0,19 

Prim II, Prim II het grulvit 
Gulvit . 2,04 | 27, 25 | 1,35 [0,682 | 0,51 
Primus I 1,67 22,3 25 1,30 0,557 | 0,43 
Tabelle Ib. 

Prim II, Prim II het Xalb | 1,68 | 22,4 25 | 1,19 |0,560! 0,47 

Xanthalba 0,556 7,42 25 2,18 0,185 | 0,085 
Prim II, Prim II het a 1,51 | 20,1 25 | 1,07 10,502 | 0,47 
Xanthaurea . 0,521 6,97 10 0,41 0,070 | 0,17 
Prim I, Prim IT het gulvit 1,48 19,6 25 1,07 0,491 | 0,46 
Gulvit . — — 1,44 —- | — 
Primus I 1,98 | 26,4 25 | 1,30 |0,661 | 0,50 
W, W het alb 1 1,28 | 17,0 25 | 0,84 |0,427| 0,51 

Go x Chev,(Go x Chev) het 

alb 3. ii vs 3 oe 28,8 10 0,56 0,288 0,51 

















Der niedrigere Wert bei Xanthalba im ersten Versuch ist 
wahrscheinlich durch eine verspitete Entwicklung bedingt. In 
diesem Zusammenhang kann an friihere Bestimmungen der Quo- 
tienten defekt:normal bei anderen Sippen erinnert werden’, 
welche Werte zwischen 0,25 und 0,04 ergeben haben. 

Die bisher nur in normalen Pflanzen von W, W het alb 1 
und Go x Chev, (Go x Chev) het alb 3 gefundene Indolbase Gramin 
ist jetzt auch in den Sippen Primus I und II nachgewiesen 
worden. Von besonderem Interesse erscheint die Tatsache, daB in 
Primus IT nicht nur die normalen Pflanzen, sondern auch 
die defekten einen Gehalt an Indolbase aufweisen. Ks ist 
dabei zu bemerken, daB die Sippe Primus II ,,Gulvit“ kein Chloro- 


1 Vel. Anm. 1 S. 153. 
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phyll enthalt, wie auch bei Albina 1 und 3 das Chlorophyll fehlt. 
Es ist interessant, diesen Befund in Zusammenhang zu setzen 
mit den Untersuchungen von vy. Euler und Bergman!) iiber die 


Tabelle IIa. 








Extink- Gehalt an 
Konz. | Vo- | Frisch- Gramin in 
ae tion der imate ; ae 
Linie Lésung| lumen | gewicht ing pro g 
1n Frisch- 
em~' | y/ecm | cem g mg | gewicht 








Prim II, Prim II het Xalb | 1,20 28,5 | 31,25] 1,24 0,89 | 0,71 
Xanthalba 0,574 | 13,2 |10,2 | 0,354 | 0, 134 | 0,38 
Prim II, Prim II het — 1,03 | 24,2 [31,25] 1,29 [0,76 | 0,59 
































Xanthaurea. . . 1,76 | 41,5 |31,25] 1,20 11,29 | 1,08 
Prim II, Prim II het gnlvit 1,26 29,5 | 31,25] 1,35 0,924 | 0,69 
Gulvit . 0,432 | 9,95 | 25 1,04 |0,249/| 0,24 
Primus I 0,984 | 23,2 | 31,25] 1,30 |0,72 | 0,56 
Tabelle IIb. 
Prim II, Prim II het Xalb | 0,968 | 22,6 | 31,25] 1,19 0,709 | 0,59 
Xanthalba. 0,922 | 21,6 | 31,25] 2,18 |0,676| 0,31 
Prim II, Prim II het Xau 0,949 | 22,2 | 31,25] 1,07 0,695 | 0,65 
Xanthaurea . : 0,667 | 15,6 | 25,25] 0,41 0,394 | 0,97 
Prim II, Prim IT het gulvit 0,937 | 22,0 | 81,25] 1,07 0,668 | 0,64 
Gulvit . 0,680 | 16,0 | 25,00] 1,44 | 0,400! 0,28 
PrimusI . 0,837 | 19,6 | 31,25] 1,30 |0,612| 0,47 
W, Whetalbi. . 0,669 | 15,7 | 31,25] 0,84 | 0,490] 0,58 
Go X Chev, (Go x Chey) het 
abe... 0,920 | 21,6 | 25,25] 0,56 |0,545) 0,98 





Chloroplasten-Degeneration einerseits von Prismus I], andererseits ) 
von Albma 1 und 3. Im ersteren Fall sind die Chloroplasten 
nicht merklich degeneriert, wihrend im zweiten die Degeneration 
sehr stark ist. 

Letzte Spalte in Tab. Ila und Ilb zeigt den Gehalt an 
Gramin in den verschiedenen Linien, wobei auch W, W het alb 1, 
Go x Chev, (Go x Chev) het alb 3 zum Vergleich mit heran- 
gezogen sind. Bemerkenswert ist der fast doppelte Gramin- 
gehalt in Go x Chev, (Go x Chey) het alb 3. 

Primus I, von der die Primus I]-Reihe abstammt (vgl. S. 153), 
zeigt in beiden Versuchen unter den normalen Pflanzen den 
niedrigsten Gehalt an Gramin. Die Mutanten Xanthalba und 


1) vy. Euler, Bergman, Hellstrém u. Burstrém, Hereditas 21, 
119 (1985). 
*) vy. Euler u. Bergman, Ber. dtsch. bot. Ges. 51, 283 (1933). 
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»Gulvit* enthalten, wie zu erwarten war, nur die Halfte der normalen [| 
Menge. Auffallend ist dann, daB Xanthaurea den gréBten beob. § 
achteten Wert der normalen Pflanzen, d.h. denselben wie Go x Chey ff 
(Go X Chey) het alb 3 besitzt. 

Uber die physiologische Bedeutung des Gramins wissen wir | 
noch nichts. Es liegt natiirlich nahe, Beziehungen zum f-Indol- 
Alanin, dem Tryptophan zu vermuten. Auch mag daran erinnert 
werden, daB in der Gerste neben Tyrosin auch Hordenin enthalten 
ist. Es ist méglich, daB ein ihnlicher Abbaumechanismus von 
der dem Gramin entsprechenden Aminosiure zur Base fiihrt. 

F. Kégl, Haagen-Smit und Erxleben?) hatten gefunden, 
daB das von ihnen entdeckte ,,Heteroauxin“ mit B-Indolylessigsiure 
identisch ist, und in diesem Zusammenhang auch andere Indol- 
derivate auf Streckungswachstum gepriift, wobei sie einige wirk- 
sam fanden. Es schien uns daher von Interesse, die Verteilung 
unserer Base in der Pflanze zu untersuchen; sowohl das Vorkommen 
in verschiedenen Pflanzenteilen, als die Verteilung innerhalb des 
Laubblattes. Eine orientierende Untersuchung macht es wahr- 
scheinlich, daB die Base in den Wurzeln vorkommt; im Coleoptil 
aber nicht (das Coleoptil zeigt eine breite Absorptionsbande bei 
etwa 280 my). 

Wie frither die Verteilung des Chlorophylls innerhalb des 
Blattes bestimmt wurde’), so haben wir jetzt dies auch hinsicht- 
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Fig. 1. Verteilung der Base in der Pflanze. 


lich des Gramins getan. Fig. 1 zeigt das Resultat. Die aus- 
gezogene Kurve bezieht sich auf mg Base/g Frischgewicht, die 





1) Diese Z. 228, 90 (1934). 2) Vgl. Anm. 1, S. 153. 
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gestrichelte Kurve auf mg Base/Pflanzenteil. Die relative Menge 
steigt, einer Hyperbel folgend, gegen die Spitze des Blattes, im 
Gegensatz zu Chlorophyll, das ein gerades Ansteigen zeigt. 

Wir haben auch Kreuzungen Go x W und Go x (Go x Chey) 
hinsichtlich des Gramingehaltes untersucht, woriiber an anderer 
Stelle berichtet wird. 


Vergleich des Chlorophyllgehalts von Goldgerste 
und Rontgengoldgerste 1 und 2. 


In einem Blechkasten wurden drei Flichenteile so besit, daB 
die Goldgerste das Mittelfeld einnahm und die Réntgenmuta- 
tionen 1 und 2 die Seitenfelder. Ausgesiit wurde wie gewdhnlich 
auf Filtrierpapier und die Kérner wurden im Dunkeln zur Keimung 
gebracht. 

Nach 3 Tagen wurden die Pflanzen dem Licht einer 500 Watt 
Glihlampe ausgesetzt, welche im Abstand von 50cm iiber der 
Mitte des Kastens aufgehingt war, so daB alle Pflanzen 
sleichmiBig bestrahlt wurden. Die Belichtung erfolgte tiglich 
19 Stunden mit einer Ruheperiode von je 5 Stunden. Um die 
Pflanzen gegen die Erwirmung durch die Lampe zu schiitzen, 
war der Blechkasten mit einem Wasserfilter bedeckt, welcher von 
Leitungswasser iiberstrémt wurde. Nach 6tigiger Belichtung 
wurden jedem Feld 25 Pflanzen entnommen, gewogen und mit 
Alkohol bis zu einem Volumen von 25 ccm extrahiert. 

Die Extinktion bei 2 = 668 my wurde im Doppelmonochromator 
bestimmt. Die folgende Tabelle enthilt die erhaltenen Werte. 
Die Réntgenmutation 1 liefert nur weife Mutanten. 























Go 





Go 
Goldgerste und und RnE 2 
Go het RnE 1] Go het RnE 2 
Extinktion em~!. . 2,49 2,06 2,36 0,403 
y Chlorophyll/eem . 33,1 27,5 31,5 5,36 
Gewicht ing... 1,21 1,16 1,14 0,94 
mg Chlorophyll . 
— — 685 0,59! 0,690 0,142 
g¢ Gewicht ae ic ' ’ 


Das Verhiiltnis defekt/normal hat fiir Réntgenmutation 2 den Wert 0,21. 


In einer friiheren Untersuchung}), in welcher Goldgerste mit 
W, W het alb 1 verglichen wurde, waren die Chlorophyllwerte 


1) y. Euler, Burstrém u. Hellstrém, Heriditas (Lund) 18, 225 (1933). 
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0,35 mg bzw. 0,31 mg Chlorophyll per g Frischgewicht erhalten 
worden, was 89°/, vom Chlorophyligehalt der Goldgerste entspricht. 


Zur Konstitution des Gramins. 


Das Gramin, dessen Indolcharakter zum ersten Male auf 
spektroskopischem Wege festgestellt wurde, besitzt, wie friiher 
mitgeteilt ist’), die Zusammensetzung C,,H,,N,. Diese Elementar- 
formel konnte auf Grund des spektroskopischen Befundes und 
einer Methylimidbestimmung, die auf zwei Amino-Methylgruppen 
hindeutete, wie folgt aufgeteilt werden: 

CHIN | NCH) | 

Die Base ist in Alkohol leicht, in Petrolither schwer léslich. 
Sie 1aBt sich mit einem Aquivalent HCl titrieren. Eine Zerewitinoff- 
bestimmung?’), die 0,66°/, aktiven Wasserstoff gab, einem Atom 
aktiven Wasserstoff im Molekiil entsprechend, steht im guten Ein- 
klang mit der Methylimidbestimmung. Die Molekulargewichts- 
bestimmung nach Rast gab die Werte 174,178. Ber. 174. 

Es schien uns modglich, auf spektroskopischem Wege die An- 
zahl der Isomeriefille zu begrenzen, da die Lage der Seitenkette 
Einflu8 auf die Lage der relativ scharfen Absorptionsbanden ausiibt. 

Wir haben daher verschiedene Mono- und Dimethylderivate des 
Indols spektroskopisch untersucht. Fig. 2a, 2b zeigt Schwirzungs- 
kurven der Absorptionsspektren. Der Unterschied zwischen den 
verschiedenen [someren besteht hauptsiichlich in einer gleichmiBigen 
Verschiebung des ganzen Bandensystems. 7-Methylindol unter- 
scheidet sich auch hinsichtlich der Bandenstruktur. 1,3-Dimethy]- 
indol zeigt die starkste Rotverschiebung und dann folgt der Reihe 
nach 1-Methyl-, 1,2-Dimethyl-, 2,3-Dimethyl-, 3-Methyl-, 7-Methy]- 
und 2-Methylindol, das letztgenannte am wenigsten gegen Indol 
selbst verschoben. Das Spektrum der Indolbase zeigt nun dieselbe 
Struktur und dieselbe Lage der Absorptionsbanden bis auf 0,3 mu 
wie 2 Methylindol. Wir untersuchten daher das von Euler und 
Erdtman’) beschriebene 2-Methyl-Dimethylaminoindol, dessen 





1) y.Euler u. Hellstrém, Diese Z. 208, 43 (1938); 217, 23 (1983). 

*) Fiir die freundliche Hilfe durch Ausfiihrung einer Zerewitinoff- 
bestimmung méchten wir auch hier Herrn Prof. P. Karrer bestens danken. 

5) y. Euler u. Erdtman, erscheint in Ber. chem. Ges. 68. Daselbst 


wird eingegangen auf die Identitiit des von Orechoff u. Norkina [Ber. 
chem. Ges. 68, 436 (1935)] in Arundo Donax gefundenen Alkaloids. 
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Spektrum mit dem der Indolbase gut iibereinstimmte. An eine 
Identitit war jedoch nicht zu denken. 
Beide Verbindungen geben eine sehr schwache: Khrlichsche 
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Fig. 2a. 2-Methylindol in Hexan. N-Methylindol in Hexan. 7-Methylindol in Hexan. 
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Fig. 2b. 3-Methylindol in Hexan. 1,3-Dimethylindol in Hexan. 
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Reaktion, wogegen 2-Methylindol eine schén rote Lisung gibt. 
Die Fichtenspanreaktion gibt mit Gramin eine schén rote, mit 
obiger Base von Erdtman eine rein blaue Farbe. 


Das Umwandlungsprodukt des Gramins: ,,Phenyl X*. 


Das Gramin erleidet, wie wir in einer friiheren Arbeit?) mit- 
geteilt haben, in wiBrigen Extrakten von W, W het alb 1 und 


1) y. Euler, Hellstrém u. Hagen, Ark. Kemi Sy. Vet. Akad. 11B, 
Nr. 36 (1934). 
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Go x Chev, (Go x Chev) het alb 3 eine spontane Umwandlung in 
ein neues Produkt mit einem an einfache Benzolderivate erinnern- 
den Spektrum. Wir haben die neue Substanz vorliufig mit 
»Phenyl X“ bezeichnet. Die Tatsache, daB die Verschiebung der 
Absorptionsbanden kleiner war als fiir Toluol-, d.h. das einfachste 
Benzolderivat hinsichtlich der Absorption, legte die Vermutung 
nahe, daB eine Hydrierung und nicht eine Sprengung des Pyrrol- 
kerns eintritt, was spektral den gleichen Effekt haben wiirde. 
Daher haben wir einige Derivate von Dihydroindol in bezug auf 
das Spektrum untersucht. 

2-Methylindolin zeigt ein 2-bandiges Spektrum (Fig. 3) 
mit Maxima bei 296 mu und 237 mu. 3-Methylindolin ist etwa 
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Fig. 3. a) 2-Methylindolin in Hexan. b) 3-Methylindolin in Hexan. 


3 mu gegen langere Wellen verschoben. Keine der beiden Sub- 
stanzen zeigt Struktur in den Banden. Dioxindol gibt eine Ab- 
sorptionsbande mit Andeutung einer Struktur bei 268 my und 
Isatin gibt ein gut strukturiertes Absorptionsspektrum mit Maxima 
bei 259, 243,5, 250 und 295 mu. Die fiir Isatin charakteristische 
Indopheninprobe wurde mit Dioxindol, Phenyl X und Isatin gleich- 
zeitig ausgefiihrt. Dabei zeigte die erste Probe eine Braunfirbung, 
die zweite Griinfirbung und die dritte Blaufiirbung. Es war daher 
anzunehmen, daB der Ubergang der Indolbase in Phenyl X in 
einer Addition von Wasser zur Doppelbindung im Pyrrolkern be- 
stand. Wir versuchten nun eine solche Anlagerung rein chemisch 
zu bewirken. Ein wenig Indolbase wurde in 0,1 n-HCl gelést und 
die Lésung bei 80° 3 Stunden gehalten. In der Tat zeigte die 
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) Lisung nach dieser Zeit dasselbe Spektrum wie Phenyl X. In 


diesem Zusammenhang kann die Reaktion von Indol mit NaHCO, 
und FeSO, nach Baudisch?) erwihnt werden, wo ein labiles Inter- 
mediirprodukt durch Wasseranlagerung an Indol angenommen wird. 

Ein Acetylierungsversuch wurde auch gemacht. 2 ccm einer 
alkoholischen Lésung von Phenyl X wurden im Vakuum zur 
Trockne verdampft und noch einen Tag im Vakuumexsiccator 
getrocknet. Der Riickstand wurde mit Essigsiureanhydrid eine 
Stunde im Wasserbad erwirmt, worauf das Anhydrid mit Wasser 
versetzt wurde. Die Lésung wurde mit Natronlauge neutralisiert 
und mit Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung wurde 
spektrographisch untersucht und zeigte dasselbe charakteristische 
Spektrum wie Phenyl X, aber 2 mu gegen Rot verschoben. Die 
Maxima liegen bei 252, 258, 264 mu. Phenyl X selbst kann bei 
keinem p,, in Ather- oder Chloroform aus der wiiBrigen Lisung 
iibergefihrt werden. Es muB8 also eine Acetylierung stattgefunden 
haben. 

Die Absorption bei 330 mu. 


Bei allen bisher untersuchten Linien der Gerste kommt im 
Spektrum eine ziemlich wohldefinierte Bande bei etwa 330 mu 
vor, welche in den verschiedenen Linien eine etwas verschiedene 
Lage einnimmt’). Die Absorptionsbande kommt sowohl in alko- 
holischen als in waiBrigen Extrakten vor. Mit der dieser Bande 
entsprechenden Substanz, die wir vorliufig kurz ,,Stoff 330“ nennen 
wollen, wurden einige Reinigungsversuche angestellt. 

»Stoff 330“ kann nicht aus wiBrigen Lésungen mit Ather oder 
Chloroform ausgeschiittelt werden. Daher haben wir verschiedene 
Adsorptionsmethoden versucht. Ein geeignetes Adsorptionsmittel 
fanden wir in Bleisalzen, welche die Substanz in alkalischer 
Lésung quantitativ adsorbieren. Der in grofer Menge vorhandene 
Zucker wurde mit Hefe vergoren. Die Reinigung wurde folgender- 
maBen ausgefiihrt. 

50 g Pflanzen Goldgerste wurden mit Alkohol extrahiert. Zu 
der alkoholischen Liésung wurde Ather zugesetzt und mit Wasser 
entmischt. Nach zweimaligem Ausschiitteln war die wiBrige 
Lisung von farbigen Begleitstoffen befreit. Durch starkes Kin- 
engen im Vakuum wurde der Ather und der gréBte Teil des 
Alkohols entfernt. Jetzt wurde Hefe zugesetzt und iiber Nacht 


1) Baudisch, J. of biol. Chem. 60, 155 (1924). 
*) vy. Euler u. Hellstrém, Diese Z. 208, 43 (1932); 212, 53 (1932). 
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in Beriihrung mit der Lésung gelassen. Dann war die Girung 
zu Ende, die Hefe wurde abzentrifugiert und die Lésung mit Blei- 
acetat versetzt. Der entstandene Niederschlag F, wurde abzentri- 
fugiert und die klare farblose Lisung mit ein wenig Natronlauge 
alkalisch gemacht. Dabei entstand sofort ein citronengelber Nieder- 
schlag F’,, der nach dem Abzentrifugieren mit Wasser gut gewaschen 
wurde. Das Zentrifugat wurde mit Schwefelsiiure unter Erwirmen 
zersetzt, wobei ein UberschuB notwendig war, damit die Elution nicht 
mit zu groBen Verlusten verlief. Die von Bleisulfat befreite Losung 
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wurde mit Barytwasser neutralisiert, das Bariumsulfat abfiltriert 
und das Filtrat spektroskopisch untersucht (Fig. 4). 

Das Absorptionsspektrum besteht aus zwei ziemlich scharfen 
Banden mit Maxima bei 330 mu und 270 mu (Kurve b). Kurvea 
gibt das Spektrum des urspriinglichen Extraktes wieder, Kurve c 
ist das Spektrum eines Schwefelsiiureeluates des Niederschlages F,. 
Wie man sieht, enthialt F’, keine ,,330“-Substanz, aber Verbindungen, 
die bei 270 mu absorbieren. 

Um die Verluste bei den verschiedenen Operationen sehitzen zu kénnen, 
wurden diese spektrographisch verfolgt. Dabei wurde die Ausgangskonzen- 
tration willkiirlich = 100 Einheiten/ccm gesetzt. Das Resultat ist in folgender 
Ubersicht (S. 163) zusammengefaBt. 

Wir haben weiter die Verteilung der beiden ultraviolett- 


absorbierenden Substanzen innerhalb des Laubblattes untersucht. 
Versuchsmaterial war hierbei Albina 3. 

30 Pflanzen von derselben Linge wurden ausgewihlt und 
von der Spitze aus 8 Teile von je 1 cm Linge abgeschnitten. 
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Urspriingliche Lésung 
50 ccm, 5000 Einh. 
Niederschlag F, <——— PbAc, -——> Filtrat 
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Die Teile mit derselben Ordnungsnummer wurden vereinigt und 
nach Wagung zu 10 ccm Alkohol aufgefillt und extrahiert. 

Die Extinktion der Lésungen wurde im Doppelmonochromator 
bei 2 = 334 und 265 my gemessen. Die Ergebnisse sind in Fig. 5 
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zusammengestellt, diese zeigt die Verteilungskurven der beiden 


Substanzen. 


Das Resultat stiitzt unsere Auffassung, daB die 


Absorptionsbanden mindestens zwei Substanzen zugehéren: Wenn 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIV. 


12 
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es sich um eine einzige Substanz handelte, wiirden die Kurven | 


parallel verlaufen ’), 


Tryptophan im Blatteiwei8. 


Gelegentlich fanden wir eine indolihnliche Absorption in Extrakten 
von in der Wirme getrockneten Pflanzen. Ein Versuch wurde folgender- 
maBen ausgefiihrt: 

Keimlinge von Goldgerste (Réntgenmutanten und normalen Pflanzen 
der Sippen Sval alb, Sval alb het alb 2 und Go, Go het alb 7, wurden 
im Trockenschrank auf 40—60° erhitzt und nachher zuerst mit Ather und 
dann mit absolutem Alkohol extrahiert. Die Alkohollésung zeigte eine 
Absorptionsbande bei 291 mu. Obwohl schwach, konnte man dieselbe Ab- 
sorption auch an Extrakten von Pflanzen, die bei Zimmertemperatur ge- 
trocknet waren, beobachten. Sehr wahrscheinlich stammt diese Absorption 
von freiem Tryptophan, das dieselbe spektrale Lage der Bande aufweist. 
In Extrakten aus frischen Pflanzen kann diese Bande nicht beobachtet 
werden. Es mu8 also durch die Erwirmung aus dem Eiweif ein alkohol- 
lésliches tryptophanhaltiges Spaltprodukt oder Tryptophan selber abgespalten 
werden. Im Gegensatz hierzu konnte dieselbe Reaktion in erwirmten 
Wassersuspensionen frischer Pflanzen nicht nachgewiesen werden. 


) Vgl. v. Euler u. Hellstrém, Diese Z. 208, 46 (1932). 
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Weitere Untersuchungen 
tiber den chemischen Aufbau der Knochensalze. 


Von 


J. Marek, 0. Wellmann und L. Urbanyi. 





(Aus dem klinischen und zootechnischen Institut 
der kgl. ung. Universitat fiir technische und Wirtschaftswissenschaften, Budapest.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 1935.) 


Nach der Auffassung eines Teiles der Forscher besteht der mineralische 
Bestandteil des Knochens hauptsichlich aus einem ziemlich bestindigen 
Gemisch von Tricalciumphosphat und Calciumcarbonat, dem eine gewisse 
Menge von Trimagnesiumphosphat beigemischt ist. Dieser Auffassung 
gegeniiber steht die Apatithypothese, wonach die Hauptmasse der mine- 
ralischen Stoffe des Knochens durch ein den natiirlichen Apatiten ihnlich 
gebautes Molekel bzw. eine Komplexverbindung mit einer zumeist dem 
Carbonat- bzw. dem Hydroxylapatit entsprechenden Zusammensetzung ver- 
treten sei. Die Annahme einer Hydroxylapatitverbindung brachte zwangs- 
liufig die weitere Vermutung mit sich, dab die Hauptmenge des CO,-Gehaltes 
des Knochens in Magnesium- und Alkalicarbonaten, dagegen nur zum ge- 
ringen Teil an Calcium gebunden vorkommen soll. In einer friiheren 
Arbeit’) glaubten wir dafiir den Beweis erbracht zu haben, dab das gegen- 
seitige Verhiltnis des im Knochen vorhandenen Tricalciumphosphats und 
Calciumearbonats im Gegensatze zur Forderung auf Grund der Apatit- 
hypothese nicht bestindig ist und sein Wert nicht allein durch die jeweilige 
chemische Zusammensetzung der Nahrung beeinfluBt wird, sondern auch 
je nach den einzelnen Schichten in demselben Knochen Veunshiedealaiten 
darbietet. Diese von Tiergattung, Alter, Ernihrung und sogar auch von 
der Lage der einzelnen Knochenschichten abhingige Schwankung des 
Wertes “fair das Tricalciumphosphat- und Caleiumcarbonatverhiltnis wider- 
spricht der Auffassung, daB die Hauptmasse der Knochensalze durch eine 
wohldefinierte, allenfalls komplexe einzige Verbindung gebildet sei. 

Im nachfolgenden wird berichtet iiber die Untersuchungen, die in 
unserer Erwiderung auf die Bemerkungen von Klement”) gegen unsere 
Feststellungen angegeben wurden. In der bereits angefiihrten Arbeit er- 
klirten wir die zur Unterstiitzung der Apatithypothese ausgefiihrten réntgeno- 
spektrographisechen Untersuchungen fiir nicht entscheidend, da sich ihre 
Ergebnisse vielfach widersprechen. Die wahrscheinliche Ursache hierfiir 
glaubten wir darin zu erblicken, daB zu den spektrographischen Messungen 
cinerseits frische oder héchstens getrocknete Knochen, andererseits Knochen- 
asche oder nach verschiedenen Verfahren hergestellte Knochenpriparate 
verwendet worden sind, wobei man durch die Entfernung der organischen 


Knochenbestandteile die Herstellung einer méglichst reinen mineralischen 
13° 
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Knochensubstanz zu erhalten bestrebt war. AuBer der Untersuchung der 
Knochenasche schien besonders die Gabrielsche') sogen. Glycerinasche 
fiir die Réntgenospektrographie geeignet zu sein. Auf Grund der An. 
gaben im Schrifttum, eigener Untersuchungsergebnisse und der Eigentiim- 
lichkeiten der die Knochensalze darstellenden Verbindungen wiesen wir 
darauf hin, daB weder die Knochenasche noch die sogen. Glycerinasche 
als Ausgangsstoff fiir solche Untersuchungen iiber den chemischen Aufbau 
der Knochensalze fiiglich dienen kann, da durch die Veraschung ebenso 
wie durch die Behandlung mit Glycerin-Kalilauge weitgehende Veriinde. 
rungen im mineralischen Bestandteil des Knochens hervorgebracht werden 
kénnen. Die entscheidende Bedeutung der Frage erheischte weitere Unter. 
suchungen zur Feststellung der die Knochensalzzusammensetzung ver- 
iindernden Wirkung der auf die Herstellung einer reinen mineralischen 
Knochensubstanz hinzielenden Verfahren. 

Das Untersuchungsmaterial waren vom Schlachthaus zu Budapest 
bezogene Tibiaknochen von 6—8 Wochen alten, ungefihr 80—100 kg 
wiegenden weiblichen Kilbern sowie von 6—8 jihrigen etwa 500—600 kg 
schweren Abmelkkiihen. Nach Beseitigung der Epiphysenenden und des 
Fettmarkes wurde die belassene Diaphyse sorgfiiltig trocken gewischt und 
getrocknet, davon jedesmal 1,5 kg lufttrockene Masse so fein gemahlen, dab 
die pulverférmige Masse durch ein Sieb mit 196 Offnungen auf 1 qem restlos 
hindurechgegangen ist. Die gleichen Untersuchungen wurden ferner aus- 
gefiihrt mit Calcium phosphoricum tribasicum (Kahlbaum) sowie mit dessen 
Mischung mit Calcium carbonicum (Merck) im Verhiltnis 9:1. Aus den 
Ausgangsstoffen wurden nach verschiedenen Verfahren mehrere Proben 
hergestellt durch 1 stiindiges Kochen der genau abgemessenen Masse mit 
Lésungsmitteln oder im Bedarfsfalle durch Digerieren am Wasserbad unter 
haufigem Umriihren. Beim Kochen fanden Verwendung: Glycerin, 3°/, KOH 
enthaltendes Glycerin, destilliertes Wasser, 3- und 10°/, ige wiBrige KOH- 
Lésung, 3,7°/, ige wiBrige Lésung von Kalium carbonicum siccum, 10°/, ige 
wiBrige Lésung von Na,HPO, krystallisiert. Auf je 20 g lufttrockner 
Masse wurden je 100 cem der Lésungsmittel verwendet und bei waBrigen 
Lésungen das verdampfende Wasser wihrend des Kochens ersetzt. Ent- 
sprechend der Vorschrift yon Gabriel') wurde das AufschlieBen mit 
glycerinhaltigen Lésungen genau 1 Stunde lang bei 200° fortgesetzt. Das 
Aufkochen ging bloB bei Verwendung von destilliertem Wasser ungestirt 
vor sich, wihrend die wiBrigen KOH-, K,CO,- und Na,HPO,-Lésungen 
alsbald zu stoBen anfingen, so daf nach 20 Minuten lang dauerndem Kochen 
zur Vermeidung von Stoffverlusten die Behandlung weitere 40 Minuten lang 
auf dem Wasserbad unter hiufigem Aufschiitteln des Kolbeninhaltes fort- 
gesetzt werden muBte. Die gekochten Proben wurden heiB abgesaugt, 
der Filterriickstand quantitativ mit kochendem Wasser ausgewaschen. Hierbei 
hat sich gezeigt, daB die Auswaschung der mit Laugen gekochten Proben 
auf sehr groBe Schwierigkeiten stieB, so daB fallsweise bis 5—6 Liter 
kochendes Wasser bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion des 
Filtrates verbraucht werden mu8ten. Unvergleichlich leichter gelang das 
Auswaschen bei solehen Verfahren, wo das Kochen nur wenig organische 
Stoffe aus dem Knochen entfernt hatte. Am leichtesten gestaltete sich das 
Auswaschen der aus Tricalciumphosphat bzw. aus dessen Mischung mit 
Calciumcarbonat hergestellten Probe. Die griindlich ausgewaschenen Proben 
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wurden 24 Stunden lang an der Luft, dann bei 50—60° C im Trockenschrank 
cetrocknet, darauf aber vor dem Abwiegen einige Tage lang an der Zimmer- 
luft stehen gelassen, damit ihr Feuchtigkeitsgehalt mit dem der Umgebungs- 
juft ins Gleichgewicht kam. Der Aschen-, Ca-, Mg-, P- und CO,-Gehalt 
wurde nach den in unserer friiheren Mitteilung beschriebenen Verfahren 
bestimmt. Die analytischen Ergebnisse finden sich in der beigegebenen 
Tabelle zusammengestellt. 

Man ersieht aus den zahlenmifigen Angaben, daB das 
Lufttrockengewicht der Proben durch die Behandlungs- 
verfahren eine Verminderung erleidet, wobei die Verluste leicht 
begreiflich bei der Veraschung am bedeutendsten sind. Wihrend 
der Lufttrockensubstanzverlust des reinen Tricalciumphosphats 
sowie dessen Mischung mit Calciumcarbonat bei der Behandlung 
sich im groBen ganzen gleich gestaltet, zeigen die gemahlenen 
Knochenproben entsprechend der Entfernung ihres organischen 
Stoffgehaltes ein abweichendes Verhalten, In Ubereinstimmung 
mit Gabriels!) Feststellungen vermindert sich das Lufttrocken- 
gewicht der mit Glycerin oder mit Glycerin—Kalilauge be- 
handelten Knochen hauptsichlich infolge der Herauslisung der 
organischen Bestandteile. Eine ahnliche oder noch etwas stirkere 
Lisungsfahigkeit lassen auch wiBrige KOH-Liésungen erkennen. 
Wabrend in allen diesen Fallen das Lufttrockengewicht des 
Knochens stark vermindert wird, bleiben die Verluste beim Kochen 
mit Wasser sowie mit waBriger K,CO,- und Na,HPO,-Lésung 
gering. 

Aus den Ergebnissen tiber die chemische Zusammen- 
setzung der lufttrockenen Stoffe laBt sich ein Unterschied 
zwischen Kalbern und Kihen insofern feststellen, als gegeniiber 
den Kalbern die Knochen von Kiihen mehr Asche, Ca, P und 
CO, enthalten. Die gegeniiber den Angaben im Schrifttum nach- 
gewlesenen weniger bedeutenden Unterschiede zwischen Kalbern 
und Kihen diirften darin ihre Erklirung finden, da8 bei Kihen 
aus Abmelkwirtschaften das Skelett wahrscheinlich einen ge- 
ringeren Mineralstoffgehalt aufweist als bei sonstigen Kien. 

Die unter der EKinwirkung der verschiedenen Behandlungs- 
verfahren erfolgenden Verinderungen in der Zusammen- 
setzung werden durch den Ca/P-Quotient und die auf 
die Asche bezogene Zusammensetzung deutlicher zum 
Ausdruck gebracht als durch die Zusammensetzung der luft- 
trockenen Masse. Aus den tabellarischen Angaben ersieht man, 
daB der Ca/P-Quotient in Abhingigkeit von dem jeweiligen 
Behandlungsverfahren wechselt und darauf hindeutet, daB die 
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jeweilige Behandlung nicht nur im organischen, sondern auch im 
anorganischen Bestandteil der Knochensubstanz deutliche Ver- 
iinderungen zustande bringen libt. Mit Ausnahme der unter 
Verwendung einer Na,HPO,-Lésung hergestellten Proben lift 
sich durchweg die Erscheinung feststellen, daB beim Kochen mit 
Glycerin, mit Glycerin-Kalilauge, mit Wasser, mit waiBriger KOH. 
Lésung oder mit waBriger K,CO,-Liésung der Knochen P-Ver-. 
luste erleidet und der Basengehalt infolgedessen verhiltnismabig 
zunimmt. Ganz ahnlich verindert wird die Zusammensetzung des 
Tricalciumphosphats sowie auch dessen Mischung mit Calcium- 
carbonat. In allen diesen Fallen tritt somit eine nachweisliche 
Erhéhung des Ca/P-Wertes ein. Merkwiirdigerweise veriindert 
sich aber unter gleichzeitiger Steigerung des Ca/P-Quotienten 
auch die Zusammensetzung des reinen Tricalciumphosphats beim 
Kochen mit waBriger Na,HPO,-Lésung ganz ahnlich wie beim 
Kochen mit Wasser, wihrend in einer Mischung von Tricalcium- 
phosphat mit Calciumcarbonat eine hydrolysierende Wirkung der 
Na,HPO,-Lésung auf Grund des Ca/P-Quotienten nicht erkenn- 
bar ist, weil der Kohlensiiuregehalt des Calciumcarbonats zum 
Teil gegen Phosphorsiure vertauscht wird, infolge der Phosphor- 
einlagerung daher der Ca/P-Wert abnimmt. Die tabellarischen 
Zahlenangaben zeugen ferner dafiir, dab die fiir eine Mischung 
von Tricalciumphosphat und Calciumcarbonat festgestellten Ver- 
hiltnisse auch fiir die Knochen von Kilbern und Kihen volle 
Geltung haben. Aus der Abnahme des Ca/P-Wertes in den mit 
einer Na,HPO,-Lésung behandelten Knochen ersieht man des 
weiteren nicht nur einen mit einer Tricalciumphosphat und 
Calciumcarbonatmischung iibereinstimmenden leichten Austausch 
der Kohlensiiure gegen Phosphorsiiure, sondern auch die Besonder- 
heit, daB die in der Knochensubstanz enthaltene Kohlensiure 
nur an ein solches Metall gebunden sein kann, dessen Phosphat- 
salz wasserunléslich ist. Dieser Umstand schlieBt schon fiir sich 
die Méglichkeit aus, daB im Knochen ein bedeutender Anteil der 
Kohlensaiure an Alkalimetalle gebunden vorkommt. Man kann 
andererseits aus den analytischen Zahlenwerten fiir die Knochen 
leicht berechnen, daB zur Bindung der im Knochen vorhandenen 
Kohlensiure so groBe Mengen von Alkalimetallen und von 
Magnesium notwendig waren, wie sie im Knochen nicht vor- 
kommen kénnen. Wihrend nach der Auffassung von Klement?) 
die Hauptmasse des Ca- und P-Gehaltes der Knochensubstanz in 
einem Hydroxylapatit von der Zusammensetzung Ca,,(PO,),(OH), 
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enthalten und dementsprechend das Ca in einer Menge von 2,15 ¢ 
durch 1 g P gebunden sein soll, ergab sich in eigenen Unter- 
suchungen in der Knochenasche von Kilbern und Kiihen ein 
solcher innerhalb der Fehlergrenzen sich bewegender Ca- und 
p-Gehalt, der der Bildung eines Hydroxylapatits eben entspricht. 
Von der im Knochen vorhandenen Kohlensiiure vermag das Ma- 
gnesium bloB 1,37 bzw. 1,25°/, zu binden; die in der Knochen- 
asche bei Kalbern 4,09°/,, bei Kiihen 4,64°/, betragende restliche 


- Menge miiBte daher an Alkalimetalle gebunden sein, wobei 


die dazu erforderliche Na-Menge in der Knochenasche 4,28°/, 
baw. 4,85°/, oder eine Mischung von Na und K noch mehr be- 
tragen miBte. Dies bedeutet einen derart hohen Alkalibedarf, 
fiir dessen Deckung selbst der nur 1—1,5°/, betragende Gesamt- 
alkaligehalt des auch die Knorpelteile mit umfassenden Gesamt- 
knochens nicht ausreichend waren, ja selbst der hohe Alkaligehalt 
in emem hochgradig rhachitisch erkrankten Skelett bei Ferkeln 
sich als ungeniigend erweisen wiirde. 

Die Phosphoreinlagerung beim Kochen mit einer 
Na,HPO,-Lésung geht unter Verminderung des Kohlensiure- 
gehaltes vor sich im Knochen ebenso wie in einer Tricalcium- 
phosphat und Calciumcarbonatmischung; es besteht lediglich in 
der Menge der Phosphoreinlagerung und der Kohlensiureverminde- 
rung ein gewisser Unterschied, der sich aber aus der gegeniiber der 
gemahlenen Knochenmasse viel feineren Verteilung des aus chemisch 
reinen Stoffen hergestellten Gemisches erkliren laBt. 

Zu dem gleichen Ergebnis kommt man bei Betrachtung der 
auf die Knochenasche bezogenen Zusammensetzung. 
Durch die Einwirkung der verschiedenen Behandlungsverfahren 
wurde der Ca- und Mg-Gehalt des Knochens gegeniiber der Norm 
in beiden Richtungen abgeiindert, wobei die Abweichungen zum 
Teil mit den Anderungen des P- und CO,-Gehaltes in Abhangig- 
keit stehen. Die bedeutendste Abiinderung erlitt der Mg-Gehalt 
in den mit Glycerin gekochten Knochenproben, nimlich eine Ver- 
minderung wohl infolge der lésenden Wirkung des Glycerins. 
Wenn man von den mit Na,HPO,-Lisung behandelten Knochen- 
proben absieht, 1l48t der P-Gehalt nur eine Verminderung er- 
kennen, wihrend beim Kochen mit Na,HPO,-Lisung im Gegen- 
teil eine P-Zunahme verzeichnet wird. Im Verhiltnis zum Ca- 
Gehalt am bedeutendsten ist die Abnahme des P-Gehaltes bei 
gleichzeitiger Vermehrung des Kohlensiiuregehaltes in den mit 
K,CO,-Liésung gekochten Knochenproben, welcher Befund dafir 
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spricht, daB der P-Gehalt des Knochens zum Teil gegen Kohlen- 
siure vertauscht werden kann und dies auch verhaltnismiaBig leicht 
vor sich geht. Ein solcher Austausch findet unserer Meinung 
nach auch im lebenden Koérper statt bei einseitig phosphorreicher, 
daher eine Blutazidose veranlassender Ernahrung, desgleichen bei 
iiberreichlicher Zufuhr von CaCO, und so entstandener Blut- 
alkalose. Unsere friiheren Feststellungen, daB bei azidotischer 
Rhachitis die Knochen verhiltnismaiBig mehr P, bei alkalotischer 
Rhachitis dagegen bei vermindertem P-Gehalt einen vermehrten 
Kohlensiuregehalt darbieten, erhielten eine weitere Stiitze durch die 
Feststellung, daB sich ein gegenseitiger Austausch des P- und CO,- 
Gehaltes auch auBerhalb des Kérpers leicht verwirklichen libt. 

Eine ganz andere Richtung nimmt die Veriinderung der Zu- 
sammensetzung beim Kochen der Knochenmasse mit kal}:- 
laugehaltigen Lésungen und auch mit Glycerin oder mit 
Wasser insofern, als unter solchen Umstiinden der Phosphor- 
und der Kohlensiuregehalt gleich abnimmt und die P-Verminde- 
rung bei Verwendung mehr verdiinnter kalilaugehaltiger Lésung 
bedeutender ist. Diese Feststellung bezieht sich nicht nur aut 
Knochen, sondern auch auf das reine Tricalciumphosphat, wiewohl 
im letzteren die Unterschiede, je nach den verschiedenen Lésungs- 
konzentrationen, weniger deutlich in Erscheinung treten. Der 
weitere Befund, da8 in geringerem Grade ihnliche Verinderungen 
auch reines Wasser hervorzubringen vermag, la8t fernerhin daraut 
schlieBen, daB ahnlich wie im reinen Tricalciumphosphat das 
Kochen der Knochenmasse mit Wasser und mit kalilaugehaltigen 
Lésungen zu einer gewissen Hydrolyse fiihrt, die bei Verwendung 
mehr verdiinnter kalilaugehaltiger Lésungen stirker war und 
schlieBlich die Bildung von basischem Phosphat oder allenfalls 
einer dem Hydroxylapatit ihnlich zusammengesetzten Verbindung 
zur Folge hatte. Die Zahlenangaben lassen zwar den Grad der 
erfolgten Hydrolyse als verhiltnismaBig gering erscheinen, er 
steht aber in keiner Weise dem der im Tricalciumphosphat unter 
den gleichen Verhaltnissen festgestellten Hydrolyse nach. Hier- 
aus folgt, daB die im Knochen enthaltene Ca- und P-haltige Ver- 
bindung, die zu einer mit dem Tricalciumphosphat im grofen 
ganzen iibereinstimmenden Hydrolyse befihigt ist, nicht in bereits 
hydrolysierter Form, allenfalls als Hydroxylapatit im Knochen 
vorgebildet sein kann. Alles spricht im Gegenteil dafiir, daB die 
Hauptmasse des Ca- und P-Gehaltes im Knochen als Tricalcium- 
phosphat vorhanden ist. 
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Bei der Hydrolyse des Tricalciumphosphats im 
Knochen bleibt auch das Calciumcarbonat nicht un- 
yverindert. Wéihrend der beim Kochen mit Wasser vor sich 
eehenden Hydrolyse entsteht ein wasserlésliches saures Calcium- 
phosphat, namentlich Ca(H,PO,),, das entsprechend seiner sauren 
Natur das vorhandene CaCO, zerlegt, dabei zum unldslichen 
Calciumphosphat wird und dieses fein zerteilt, allenfalls kolloid- 
artiger Natur sein dirfte, weil es zum Teil sehr leicht durch das 
Filterpapier hindurchgeht und in dieser Weise zur Verminderung 
des P-Gehaltes in der Knochenprobe beitrigt. Bei Verwendung 
yon Laugen dndern sich die Vorgiinge nur insofern, als die unter 
den Erzeugnissen der Hydrolyse auftretenden Alkaliphosphate 
sowohl in der Knochenmasse als auch im Tricalciumphosphat— 
Calciumcarbonatgemisch gleich groBe P-Verluste hervorbringen, 
nur ist der mit P-Verlust gleichgehende Kohlensiureverlust im 
Knochen verhiltnismaiBig geringer als in dem Gemisch. Im Zu- 
sammenhang hiermit laBt sich der im Verhiltnis zum Ausgangs- 
stoff gleiche oder fallsweise sogar héhere Wert des nach dem 
Kochen mit Kalilauge zuriickgewonnenen Aschengehaltes nur so 
erkliren, da das Auswaschen der verwendeten Lauge trotz 
erdBter Miihe, namentlich trotz dem Verbrauch von 5—6 Liter 
kochendem Wasser zum Auswaschen von etwa 20 g Material, 
nicht vollsténdig gelungen war. Die in der Probe zuriick- 
sebliebene Lauge nahm dann beim Stehen an der Luft allmahlich 
Kohlensiure auf und erhéhte dadurch gewissermaBen den Kohlen- 
siuregehalt. Auffillig ist hierbei nur der Umstand, da dieses 
Verhalten nur die Knochen sowie ein ‘Tricalciumphosphat— 
Calciumcarbonatgemisch zu erkennen gaben, das reine Tricalcium- 
phosphat dagegen sich als leicht auswaschbar erwies, da sein 
Auszug nicht alkalisch ist, wihrend das frisch aufgekochte destil- 
lierte Wasser aus der mit Lauge behandelten Knochenmasse so- 
wie aus dem Tricalciumphosphat—Calciumcarbonatgemisch gegen 
Phenolphthalein alkalisch reagierende Stoffe mit auszieht. Das 
fallsweise Vorhandensein von alkalisch reagierenden Stoffen in 
dem verhiltnismiBig gut auswaschbaren Gemisch von Tricalcium- 
phosphat und Calciumcarbonat gestattet fernerhin darauf zu 
schlieBen, daB der nachweislich héhere Gehalt des mit Lauge 
behandelten Knochens an wasserléslicher Kohlensiure zum groBen 
Teil yon der zuriickgebliebenen und allmihlich mit Kohlensiure 
geschwingerten Lauge herriihrt. 
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Zusammenfassung. 


Es wurden zur Feststellung der in der mineralischen Knochen- 
zusammensetzung beim Kochen mit verschiedenen Fliissigkeiten 
eintretenden Verainderungen Untersuchungen ausgefiihrt, um in 
dieser Weise eine weitere Stiitze fiir unsere in dieser Beziehung 
friiher geiuBerte Auffassung zu erlangen und andererseits den 
von Klement?) ins Feld gefiihrten gegenteiligen Behauptungen 
den Boden zu entziehen. 

Durch vergleichende Untersuchungen wurde festgestellt, dai 
die Ca- und P-haltige Verbindung in den mit Glycerin, mit 
Glycerin—Kalilauge, mit Wasser, mit wiBriger KOH-Lésung und 
mit K,CO,-Lésung gekochten Knochen von Kalbern und Kiihen 
in einer dem reinen Tricalciumphosphat ahnlichen Masse hydro- 
lysiert und infolgedessen der P-Gehalt im Knochen abnimmt, 
dabei ein basisches Ca-Phosphat entsteht und daher der ver- 
haltnismaBige Basengehalt des Knochens zunimmt. Da nun diese 
Veriinderung auch in den nach dem Gabrielschen Verfahren 
behandelten Knochen in gleicher Weise beobachtet wird, so liegt 
kein Grund zu Anzweiflung des Umstandes vor, daB in dem so 
hydrolysierten Knochen das Vorhandensein von Hydroxylapatit 
réntgenospektrographisch nachweisbar ist. Dieser Umstand be- 
weist aber noch bei weitem nicht das Vorkommen einer solchen 
Verbindung auch in dem unvorbehandelten Knochen. Da die 
réntgenospektrographische Untersuchung der Knochen deren Vor- 
behandlung nach den angefiihrten, die Zusammensetzung ver- 
findernden Verfahren zur Voraussetzung hat, so erscheint die An- 
zweiflung der Richtigkeit der angewandten Methodik als gerecht- 
fertigt. 

Die Hydrolysierbarkeit des Knochenphosphats beweist dessen 
Tricalciumphosphatnatur und schlieft das Vorhandensein von 
Hydroxylapatit, das ein Enderzeugnis der Hydrolyse darstellt, 
im vorbehandelten Knochen aus. 

GréBere Mengen wasserlislicher Kohlensiure wurden blob 
in den mit Laugen gekochten Knochen nachgewiesen und ent- 
stammen aus der nicht voll auswaschbaren Lauge. 

Es laBt sich durch nichts beweisen, daB die Hauptmenge des 
Kohlensiuregehaltes im Knochen an Alkalien gebunden vorhanden 
sei. Hinsichtlich der Kohlensiurebindung kénnten nur die 
Knochen ganz junger Tiere mit ihrem noch geringen Kohlen- 
siuregehalt in Betracht kommen, da die ° kohlensdurereichen 
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Knochen erwachsener Tiere gegeniiber jungen Tieren unvergleich- 
bar geringere Alkalimengen enthalten. Es konnte gezeigt werden, 
daB der Kohlensaiuregehalt im Knochen nur an ein -solches Metall 
gebunden vorhanden sein kann, dessen Phosphat praktisch wasser- 
unléslich ist. Entsprechend seiner geringen Menge und seiner 
Kigenschaften kann in dieser Beziehung auch das Magnesium 
nicht in Frage kommen, die Hauptmenge der Kohlensiiure muBb 
daher nur an Ca gebunden enthalten sein. 

Die auf diese und auf friihere Untersuchungen, desgleichen 
auf die Veranderungen des Ca/P-Quotienten bzw. des verhiltnis- 
miBigen Basengehaltes in den Knochen je nach Alter, Ernahrung 
des Tieres und der Lage der verschiedenen Knochenschichten 
sich stiitzenden theoretischen Erwagungen fiihren zu der Schlub- 
folgerung, da die Hauptmasse des mineralischen Bestandteiles 
im Knochen durch Tricalciumphosphat und Calciumcarbonat ge- 
bildet wird, denen in geringer Menge Trimagnesium- und Calcium- 
Alkaliphosphat beigemischt sind. Gegen die Berechtigung der 
Apatithypothese spricht nicht nur die chemische Zusammen- 
setzung der Knochen, sondern auch die physiologische Bestimmung 
und Tatigkeit des Skelettes im lebenden Organismus. 


Literatur. 


1. Gabriel, S., Diese Z. 18, 257 (1894). 

2. Klement, R., Diese Z. 229, 22 (1934). 

3. Marek, J., O.Wellmann und L. Urbanyi, Diese Z. 226, 3 (1934), 
229, 24 (1934). 
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Verbesserung der Olspaltungsmethode 


zur Bestimmung des Lipasegehaltes von Pankreaspriparaten. 


Von 
Ludwig Vogel und Paul Laeverenz. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Krause-Medico- Ges. m. b. H. Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. April 1935.) 


Zur Priifung der fettspaltenden Wirkung von Pankreaspriipa- 
raten wird im allgemeinen die von R. Willstatter, E. Wald- 
schmidt-Leitz und F. Memmen!’) ausgearbeitete Methode- der 
Olivenélspaltung angewandt. Diese Methode hat ihre Brauchbar- 
keit fiir die Bestimmung sorgfaltig dargestellter reiner und reinster 
Priparate immer wieder erwiesen. Bei der Messung von Pankreas- 
priparaten geringeren Reinheitsgrades treten jedoch, wie erst- 
mals B. Umschweif?) gezeigt hat, Unstimmigkeiten auf. Das 
Verhaltnis von Enzymmenge zur Umsatzgeschwindigkeit weicht 
nimlich hier mehr oder weniger von der geforderten Proportio- 
nalitat ab. 

Die dabei in Erscheinung tretende Abweichung vom normalen 
Reaktionsverlauf ist nach unserer Erkenntnis erstens auf den 
hemmenden EinfluB der in erhéhtem MaBe in den Versuchsansatz 
eingebrachten Begleit- und Ballaststoffe und zweitens auf den 
meist auftretenden Mangel einer ausreichenden Emulsionsbildung 
zuriickzufiihren, Eine unzulingliche Emulgierung, wie sie besonders 
bei der Bestimmung sehr lipasearmer Priparate beobachtet wird, 
riihrt wiederum hauptsiichlich von einer ungentigenden Olsiiure- 
bildung wihrend des Anschiittelns her; es kommt nimlich in 
diesem Fall zur Bildung einer nur unzureichenden Menge des die 
Emulgierung begiinstigenden Calciumoleats. Daneben besteht auch 


1) Diese Z. 125, 93 (1923). 

*) Biochem. Z. 249, 75 (1932); vgl. auch H. Steudel, ebenda 263, 231 
(1933); 269, 175 (1934); vgl. dazu E. Waldschmidt-Leitz u. R. Juno- 
wicz, 268, 178 (1934). 
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die Méglichkeit, daB die Zusammensetzung gewisser, besonders 
technischer Priparate fir die Emulgierung nicht sehr giinstig ist. 
Da in solchen Fallen Enzympriparat und Olivenél. nur mangel- 
haft und ungleichmaéBig emulgiert werden, lassen sich auch Einzel- 
versuche des 6fteren nur schlecht reproduzieren. Die auf die 
genannten Kinfliisse zuriickzufiihrende starke Herabminderung der 
Reaktionsgeschwindigkeit fiihrt aber auch dazu, daB der von der 
Bestimmungsmethode vorgesehene MefSbereich von 10—24°/, 
Spaltung bei solchen Praparaten meistens iiberhaupt nicht er- 
reicht wird. 

Wir haben nun versucht, die bestehenden Mangel auszuschalten, 
um die Priifung von Pankreaspriparaten durch die Methode der 
Olivenédlspaltung mit einer gréBeren Genauigkeit zu erméglichen. 

DefinitionsgemiB soll die Darstellung der Beziehung zwischen 
Menge Enzympraparat und dem ermittelten Lipasegehalt, aus- 
gedriickt in Einheiten, eine Gerade ergeben, deren Steilheit vom 
Fermentgehalt des Priparates abhingt (Kurve VI, Fig. 1). Bei 
der Priifung von Handelspriparaten kommt man dagegen zu 
Kurven (Kurve I und II, Fig. 1), die nach einem nur sehr kurzen 
Anstieg abbiegen. Durch Versuche, die nicht unter Schiittlung 
ausgefiihrt werden, laiBt sich ein stetiger Kurvenverlauf kaum fest- 
legen, waihrend Versuche, die im Schiittelthermostaten durch- 
gefiihrt werden, nach dem Abbiegen der Kurve einen linearen 
Verlauf ergeben, dessen Neigung jedoch nur auf einen Bruchteil 
der vorliegenden Lipasemenge schlieBen 1aBt. 

Nachdem wir erkannten, daB die ungiinstigen Reaktions- 
verhiiltnisse bei technischen Praiparaten in der Hauptsache auf 
eine ungeniigende Emulgierung des Reaktionssystems zuriick- 
zufiihren sind, haben wir unsere Aufgabe vornehmlich darin ge- 
sehen, dort, wo die Emulgierung Not leidet, sie kiinstlich herbei- 
zufiihren. Wir haben daher gepriift, wie sich der Zusatz ver- 
schiedener Emulgatoren zu dem Reaktionsmilieu auf den Ablauf 
der Olspaltung auswirkt. Dabei wurde beobachtet, daB mit ver- 
schiedenen Emulgatoren, beispielsweise mit Traganth, die Reak- 
tionsgeschwindigkeit zwar erhéht, das Verhiltnis von Knzym- 
menge und Umsatz aber in noch nicht ausreichenden Grenzen 
linear wird (Kurve III, Fig. 1). 

Wesentlich giinstigere Resultate erzielt man, wenn als Emul- 
gator Calciumoleat angewandt wird. Zu diesem Zweck ist es 
notwendig, die in der Bestimmungsmethode von R. Willstatter, 
K.Waldschmidt-Leitz und F. Memmen vorgesehenen Mengen 
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elle 1. 





Spaltung von Olivenél durch Pankreaspriparate des Handels. 
(Die Versuche 2—5 wurden im Schiittelthermostaten ausgefiihrt.) 
























































Enzym-| Ange- ‘ . ‘ ipase- 
Ve- TO ieee | Cncl, | Se tee) eet 7 
an Menge | min Oleat | ganth | tung — 
parat mg mg mg mg mg °/, heiten 
la 1 10 15 oi. -_ 1,5 0,14 
1b 20 15 wi |] wm 8,7 0,18 
le 50 15 = _ 9,1 0,21 
id 15 15 wa = se 17,8 0,67 
le 100 15 » 4 =. ‘owe 18,8 0,44 
2a 1 5 15 0 i, + se 4,2 0,08 
2b 20 15 ni ja 6,3 0,12 
2¢ 40 15 oi _ 9,2 0,22 
ad 60 15 ni. we 9,9 0,25 
2e 80 15 sy = ov 11,1 0,30 
2f 100 15 10 = — 12,0 0,35 
3a 1 5 15 10 | — | 100 6,4 0,12 
3b 20 15 10 | — | 100 12,2 0,36 
3¢ 40 15 10 — 100 14,9 0,52 
3d 60 15 10 — 100 17,2 0,64 
4a 1 5 48 32 32 — 11,8 0,34 
4b 20 48 32 32 — 21,4 0,87 
4¢ 40 48 32 82 — 22,9 0,94 
4d 80 48 32 | 32 nt 25,0 1,18 
4e 100 48 32 32 — 26,0 1,40 
5a 2 5 48 32 | 382 “ne 9,6 0,24 
5b 20 48 32 32 — 18,8 0,72 
Be 40 48 32 | 32 a 23,2 0,96 
5d 80 48 32 | 32 on 25,5 1,31 
5e 100 48 32 32 | — 25,8 1,39 
Tabelle 2. 

Spaltung von Olivené] durch Aceton-Atherpriparate. 
(Versuch 2 wurde im Schiittelthermostaten ausgefiihrt.) 
Enzym- Ange- Na- : 

Versuch | pri- wandte jAlbumin} CaCl, Oinas Spaltung Lipase- 
Menge einheiten 
pons as mg mg mg ly 
la 3 4 15 10 J 8,7 0,20 
ib 8 15 10 _ 15,5 0,54 
1c 12 15 10 — 19,8 0,78 
id 20 15 10 ssi 25,4 1,28 
2a 38 + 48 32 32 13,0 0,40 
2b 8 48 32 32 17,4 0,65 
2¢ 12 48 32 32 20,6 0,82 
2d 16 48 32 32 22,4 0,92 
Ze 20 48 3 32 24,6 1,10 
af 24 48 32 32 25,7 1,34 
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yon Calciumchlorid- und Albuminlésung von 0,5 ccm auf 1,6 ccm 
gu erhéhen und gleichzeitig 1,6 ccm einer 2°/, igen Natriumoleat- 
lssung hinzuzufiigen (Kurve IV und V, Fig. 1). Unter diesen Be- 
dingungen erfaihrt dann die Spaltungsgeschwindigkeit nicht nur 
eine auBerordentliche Steigerung, d. h. die Kurve steigt sehr steil 
an, sondern sie verliuft auch (bis zu einer Menge von 15—20 mg 
Enzympraparat pro Ansatz) praktisch geradlinig. 























14 14 _ — 
| ° 
| I | 
12+ 4 12) / T//l - 
10+ 1 70+ ! 
5 | s | 1 
= 48 | 3 48- 1 
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2 | 3 { 
& = ] 
4 
| 1 
02 4 02 4 
] H 
— ; Pe eel ! ee eee sal 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 700 4 8 12 16 20% 
mg Pankreaspraparat mg Pankreasprapaat 
Fig. 1. Fig. 2. 
Kurve I—V nach den Versuchen Kurve I u. II nach den Versuchen 
der Tab. 1. der Tab. 2. 
Kurve VI nach Willstatter. Kurve III nach Willstatter. 


Die Versuche der Tab. 2 zeigen, daB die durch Zusatz des 
Natriumoleats und der erhéhten Mengen von Calciumchlorid und 
Albumin erzielte Wirksamkeit der Priparate eine den Praparaten 
wirklich zukommende GréBe darstellt, die ihrem Enzymgehalt bei 
der Ausschaltung hemmender Einfliisse in dem giinstigen Milieu 
weitgehend entspricht. Fiihrt man nimlich die Messung sorg- 
failtig dargestellter Aceton—Atherpriparate bei An- 
wesenheit von Calciumoleat aus, so unterscheiden sich die 
Resultate nur unwesentlich von den unter den bisher iiblichen 
Versuchsbedingungen erzielten (Tab. 2, Fig. 2). 

Wir halten es daher fiir zweckmiBig und schlagen vor, die 
Methode der Olivenélspaltung fiir die Bestimmung von Pankreas- 
praparaten auf Grund unserer Beobachtungen folgendermaBen ab- 
zuindern: 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIV. 13 
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Das Fermentpraparat, dessen Menge 20 mg nicht iiberschreiten 
soll, vermischt man mit 6,2 ccm Wasser, fiigt 2,5 g Olivenél, 2 ccm 
NH,-NH,Cl Puffer p,, = 8,9, 1,6 ccm einer 2°/,igen Liésung wasser- 
freien Calciumchlorids, 1,6 ccm 3°/,ige Albuminlésung und zuletzt 
1,6 ccm 2°/,ige Na-Oleatlésung zu, schiittelt sofort einige Sekunden 
lang kraftig um und beliSt dann den Ansatz 60 Minuten bei 
mibiger Bewegung im Schiittelthermostaten. Die weitere Be- 
handlung des Versuches erfolgt in der bisher iiblichen Weise, 
Aus dem Spaltungsgrad, der 24°/, nicht iiberschreiten soll, wird 
mittels der bekannten Kurve der Lipasegehalt ermittelt. Zur Er- 
héhung der Versuchsgenauigkeit vergréBert man mit Vorteil den 
Versuchsansatz auf das 2—4fache. 

Wir vermeiden es mit Absicht eine neue Nomenklatur der 
Enzymeinheiten einzufiihren, da an der von R. Willstatter und 
seinen Mitarbeitern eingefiihrten Bestimmungsmethode keine Ab- 
iinderungen prinzipieller Art getroffen wurden, sondern sie nur 
eine Erweiterung in ihrer Anwendbarkeit auf die Bestimmung 
insbesondere von Handelspriparaten erfahren hat. Um aber die 
Art der Bestimmungsmethode jeweils erkennbar zu machen, sollten 
kiinftige Untersucher darauf hinweisen, daB sie ihre Messungen 
mittels der Bestimmung der Olivenélspaltung von R. Willstiatter, 
E. Waldschmidt-Leitz und F. Memmen nach dem Verfahren 
von L. Vogel und P. Laeverenz ausfiihrten. 

Weitere Erfahrungen auf diesem Gebiet werden die Durch- 
fiihrung der Olspaltung vielleicht noch vollkommener gestalten 
lassen, doch gestattet bereits unser Verfahren, die Pankreas- 
priparate des Handels mit einer weit gréBeren Sicherheit und 
Genauigkeit zu bestimmen, als durch das bisherige. Zu einem 
vollkommen exakten Vergleich der Lipasemengen verschiedener 
Priparate wird dieses Verfahren aber nie fiihren kinnen, da sich 
die Wirkung von Zusatzen wie Calciumoleat auf die Férderung 
der Emulgierung und die Ausschaltung des Einflusses bestimmter 
Begleitstoffe beschrankt; nicht aber liBt sich dadurch — wie 
kiirzlich E. Bamann und P. Laeverenz?) gezeigt haben — der 
Kinflu8 der Struktur des kolloiden Trigers der Lyo- und Desmo- 
lipasen ausschalten. 


Herrn Prof. Dr. E. Bamann in Stuttgart sind wir fir wert- 
volle Beratung zu Dank verpflichtet. 





1) Diese Z. 223, 1 (1934), Abschn. ITI. 
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Beitrag zur Synthese von Dipeptiden, in denen Serin 
die Aminogruppe aufweist. 


Von 


Emil Abderhalden und Alfred Bahn. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitait Halle a. d. S.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1935.) 


Beim stufenweisen Abbau von Seidenfibroin mittels n-Natron- 
lauge bei 37° gelang es, Glycyl-seryl-prolyl-tyrosyl-prolin, 
Seryl-prolyl-tyrosyl-prolin und Tyrosyl -seryl - prolyl- 
tyrosin zu isolieren’). Dieser Befund ist an und fiir sich von 
Interesse, weil er iiber die Art der Bindung des im genannten 
Protein enthaltenen Prolins und Serins unterrichtet. Das Seiden- 
fibroin enthilt etwa 1—2°/, Prolin?). Die Ausbeuten an den ge- 
wonnenen, die genannte Iminosiure enthaltenden Polypeptiden 
macht es wahrscheinlich, daB der Baustein Prolin, wenn nicht 
ganz, so doch in seiner gréBten Menge zwischen dem Serin und 
dem Tyrosin*) und der letzteren Aminosiure und einer weiteren, 
noch nicht festgestellten, verkniipft ist, wenn nicht das in den ge- 
nannten beiden Polypeptiden die Carboxylgruppe tragende Prolin 
auch im Seidenfibroin selbst die genannte Gruppe aufweist. 

Es haben kiirzlich Grassmann und Lang folgendes zum Ausdruck 
gebracht: ,,Die bisher in krystallisierter Form isolierten, vielfach verhilt- 
nismaBig einfach zusammengesetzten Di- und Polypeptide haben aber fast 
ausnahmslos nach dieser Richtung (betrifft Kenntnis der Anordnung der 
Aminosiuren in EiweiSkérpern) nur geringe Bedeutung erlangt, hauptsidch- 
lich deswegen, weil die meisten von ihnen in so geringer Ausbeute ge- 
wonnen wurden, da8 wesentliche Riickschliisse auf die Anordnung im ur- 
spriinglichen Eiweibkérper nicht erlaubt sind.“ Die genannten Autoren 


sind der Uberzeugung, da8 nur aus der Untersuchung niedermolekularer 
Abbauprodukte Einblick in die Anordnung der Aminosiiuren im EiweiB- 





1) Diese Z. 210, 246 (1932); 219, 72 (1933). 

2) Fiir eine quantitative Bestimmung fehlt uns zur Zeit noch die 
Methode. Der Unterschied zwischen Rohausbeute und reiner Verbindung 
ist beim Prolin besonders gro8. 

8) Vgl. hierzu auch den Befund einer Prolin und Tyrosin enthaltenden 
Verbindung bei der tryptischen Verdauung von Casein. Abderhalden u. 
Sickel, Diese Z. 144, 80 (1925); 158, 139 (1926). 


13* 
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kérper zu gewinnen sind. Die angefiihrte Stellungnahme von Grassmann 
und Lang ist uns unverstindlich. Vorwirts bringen kann uns in der Er- 
kenntnis der Struktur der Proteine nur die Isolierung von Abbauprodukten, 
in denen mehrere Aminosiuren enthalten sind und deren Aufbau sich ein. 
wandfrei feststellen liBt, sei es durch Identifizierung mit der entsprechenden 
synthetischen Verbindung, sei es auf Grund verschiedener Haftfestigkeit 
von -OC-NH-Bindungen. Der letztere Weg erwies sich z. B. bei Aufklirung 
der Struktur der eingangs erwihnten drei Polypeptide als erfolgreich. 
Es darf erst dann bei einer isolierten Verbindung von einem Polypeptid 
gesprochen werden, wenn erwiesen ist, daB es sich um siureamidartig ver- 
kettete Aminosiuren handelt. In der Literatur wird mit dem Namen Poly- 
peptid groBer MiBbrauch getrieben. Wiihrend die Bezeichnung Polysaccharid 
alle zusammengesetzten Kohlenhydrate umfaBt, gleichgiiltig, welche Struktur 
sie aufweisen, hat Emil Fischer die Bezeichnung Polypeptid ausdriicklich 
fiir siureamidartig verkniipfte Aminosiiuren vorbehalten. Irgendein un- 
definiertes Produkt als Polypeptid zu bezeichnen, geht nicht an. Wie irrig 
die Annahme der beiden genannten Autoren in Hinsicht auf die Bedeutung 
der bisher in auBerordentlich miihevollen Untersuchungen aus EiweiB ge- 
wonnenen Polypeptide ist, laiBt sich am Problem der Struktur des Seidenfibroins 
zeigen. Dieser Eiwei8kérper enthilt neben Glykokoll, Alanin und Tyrosin 
in geringen Mengen Serin, Leucin, Phenylalanin, Lysin, Histidin, Trypto- 
phan und Prolin, ferner sind Norvalin, Valin, Asparaginsiure und Glut- 
aminsiure nachgewiesen, jedoch ist die Menge dieser Aminosiuren so ge- 
ring, daB bislang eine genaue Bestimmung ihrer Menge nicht méglich war. 
Nun ist durch die Isolierung der Polypeptide Glycyl-l-alanin, Glycyl-l- 
tyrosin, 1-Alanyl-glycyl-l-tyrosin und Glycyl-l-alanyl-glycyl-l-tyrosin auf- 
gezeigt worden, in welcher Art und Weise Glykokoll und Alanin miteinander 
verkniipft sind. Es sind im Seidenfibroin ganz offenbar Polypeptidketten vor- 
handen, in denen sich Glycyl-alanin-Gruppen wiederholen. Uber das 
erwahnte Tri- und Tetrapeptid sind zur Zeit weitere Untersuchungen im 
Gange. Weiterhin ist durch die Isolierung der oben erwihnten drei Poly- 
peptide festgestellt, in welcher Art und Weise Serin, Prolin und Tyrosin 
im Seidenfibroin enthalten sind. Die Ausbeute an Prolin und Serin aus 
Seidenfibroin ist nach den bisherigen Methoden nicht quantitativ erreich- 
bar. Immerhin kann, wie schon oben erwihnt, zum Ausdruck gebracht werden, 
daB in den isolierten, die genannten Aminosiuren enthaltenden Polypeptiden 
der gréBte Teil, wenn nicht die gesamte Menge derselben enthalten ist, s0 
daB8 unser Einblick in die Struktur des Seidenfibroins in weitgehendem Aus- 
mabe aufgeklirt ist, und zwar insbesondere in Hinsicht aut die Anordnung 
der erwihnten Bausteine. Fraglich bleibt, ob das Seidenfibroin einheitlich 
ist oder aber aus mehreren Komponenten besteht. 


Beim Bestreben der Aufklirung der Struktur der aus Seiden- 
fibroin gewonnenen Serin, Tyrosin, Prolin und zum Teil Glycin ent- 
haltenden Polypeptide machten wir die Beobachtung, daB bei der 
Hydrolyse des benzoylierten Pentapeptids Hippursdure auftrat. 
Dadurch ist zuniichst bewiesen, daB Glykokoll die Aminogruppe 
besitzt. Der Befund der Abspaltung von Benzoyl-glycin war an 
sich auffallig. Wir priiften infolgedessen das Verhalten yon 
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N-Benzoyl-serin und Hippuryl-serin und fanden, daB beide Ver- 
bindungen durch verdiinnte Saure leicht gespalten wurden, und 
zwar entstanden Benzoesiure bzw. Hippursiure und Serin. Wir 
schlossen aus dieser Beobachtung, da8 in dem Pentapeptid die 
Glycingruppe mit Serin verkniipft ist, da die entsprechenden 
Derivate des anderen in Frage kommenden Bausteins, nimlich 
des Tyrosins— N-Hippuryl-tyrosinundN-Benzoyl-tyrosin — 
bei gleicher Siurekonzentration viel bestindiger sind. Dibenzoyl- 
glycyl-tyrosin wird unter den angewandten Bedingungen iiber- 
haupt nicht angegriffen. Es ist ferner Dibenzoyltyrosin weit 
bestiindiger als N-Benzoyltyrosin. Grobe Bestiindigkeitsunter- 
schiede gegen verdiinnte Siuren weisen auch Benzoyl-l-aspara- 
sinsiure und Benzoyl-l-glutaminsaure auf. Nach 3stiindiger 
Einwirkung von 10°/,iger Schwefelsiure bei etwa 70° ist Benzoyl- 
|-asparaginsiure vollkommen in Benzoesiure und Asparaginsiure 
gespalten, wihrend Benzoyl-l-glutaminsiure zu 90—95°/, wieder- 
gewonnen werden kann. Auf Grund der geschilderten Higen- 
schaften lassen sich Asparaginsiure-Glutaminsidure- 
Gemische sehr gut trennen, insbesondere wenn die T’emperatur- 
bedingungen noch milder (37°) gewihlt werden. Die folgende 
Tabelle gibt einen Kinblick in die verschiedene Bestaindigkeit der 
Benzoylderivate der genannten Aminosiuren gegeniiber 10°/,iger 
Schwefelsiure (Kinwirkungsdauer 3 Stunden, ‘emp. 70—80°). 


Aufspaltung 

tera IW awl ae ee ee ww. 2 
Benzoylglycyl-serin. . . . - - - / + ee + + 100%, 
Dibenzoyl-glycyl-serin. . . . . . . ~~ nicht sicher feststellbar 
N-Benzoyl-tyrosin . . . . . . . . Aufspaltung feststellbar (5—10°/,) 
Dibenzoyl-tyrosin . . . - - «© © 1. © © © «© «© © ON 
N-Benzoylglycyl-tyrosin. . . . . . . . . . etwa 40°/, 
Dibenzoyl-glycyl-tyrosin. . . - . ©. ee we ee O% 
Benzoyl-l-asparaginsiure. . . . . . - - + « ~ +100°/, 
Benzoyl-l-glutaminsiure. . . . . . . . «+» «510% 


Der erhobene Befund der leichten Abspaltbarkeit der mit 
Serin verkniipften Benzoyl- bzw. Benzoyl-glycylgruppe schien 
uns einen Weg zur Synthese von Polypeptiden zu erdfinen, in 
denen die Serylgruppe enthalten ist. Bekanntlich scheiterte bis- 
her der synthetische Aufbau von Seryl-polypeptiden. Es fihren 
die iiblichen Darstellungsmethoden (nach Emil Fischer, bzw. 
M. Bergmann und Zervas) infolge Empfindlichkeit der Oxy- 
gruppe des Serins nicht zum Ziel. 
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Unser Plan war, zuniichst Dipeptide aufzubauen, in denen 
Serin die Carboxylgruppe trigt, aus diesen in bekannter Weise 
Diketopiperazine zu gewinnen und diese dann mit verdiinnter 
Saure aufzuspalten. Erwihnt sei, dab M. Bergmann und Mie- 
keley’) bei der Kinwirkung von n/5-Barytlésung auf Pheny]l.- 
alanyl-seryl-anhydrid, das sie aus Serin und a@-Azetamino. 
zimtsiiure-azlacton gewonnen hatten, Phenylalanyl-serin 
erhielten. Wir itiberzeugten uns, daB bei entsprechender Auf- 
spaltung von Seryl-tyrosyl-anhydrid zum gréBten Teil 
Tyrosyl-serin entsteht. Dieser Befund zeigt, daf man es in 
der Hand hat, aus Diketopiperazinen, die Serin ent- 
halten, je nach Wunsch Dipeptide zu gewinnen, in denen 
die genannte Aminosiure die Amino- oder die Carboxy!l- 
Gruppe triigt. Bei Aufspaltung des Ringes mit Siure ent- 
stehen Verbindungen der ersteren Art. Wird mit Alkali 
gespalten, dann erhalt man solche des letzteren Typus. 

Dargestellt worden sind: d,l-Seryl-d,l-leucin, d,l-Seryl- 
glycin,d,l-Seryl-l-tyrosinund1l-Seryl-l-tyrosin. Identifiziert 
wurden die gewonnenen Dipeptide durch Darstellung des Benzol- 
sulfoderivates und Hydrolyse der Verbindung. In allen Fillen wurde 
Benzolsulfoserin und daneben jene freie Aminosiure erhalten, mit 
der dieses verbunden war. 

Bei der Darstellung von 1-T'yrosyl-d,l-serin nach der Methode 
von M. Bergmann und Zervas erhielten wir neben dem zu er- 
wartenden Dicarbobenzoxytyrosyl-serin ein Produkt, das sich als 
O—N—Di-(dicarbobenzoxytyrosyl)-serin erwies: 

C.H,-CH,-0-CO-NH 
C,H,-CH,-O-CO-0-C,H,-CH,-CH-CO-0-CH,-CH- COOH 
C,H,-CH,-0-C0-0-C,H,-CH,-CH-CO-NH 

C,H,-CH,-0-CO-NH 

Ferner gliickte es, aus dem Rohprodukt, das Tyrosyl-serin 
darstellte, einen krystallisierten Kérper von einem amorphen zu 
trennen. Der erstere, l-Tyresyl-serin, wurde sowohl von Erepsin 
als auch von Trypsin gespalten, wihrend der letztere von beiden 


Fermenten nicht angegriffen wurde. Wir benutzten diesen Umstand 
zur volligen Reindarstellung von 1|-Tyrosyl-d-serin. 





1) Liebigs Ann. 458, 42 (1927). 
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Aus dem oben erwihnten O—N—Di-(dicarbobenzoxytyrosyl)- 
serin gewannen wir ein Produkt, das nach seinem ganzen Ver- 
halten offenbar das salzsaure Salz des O—N—Di-—l-tyrosyl- 
serin war. Da die Isolierung des Produktes auf Schwierigkeiten 
stieb, priiften wir, ob sich die beobachtete Anlagerung von zwei 
Tyrosylresten an das Serin an einem anderen Modell beweisen 
ligt. Zu diesem Zwecke stellten wir O—N—Di-—l-tyrosyl-l- 
tyrosin dar. Es zeigte sich, daB das salzsaure Salz recht be- 
stiindig ist, jedoch zerfallt die freie Verbindung in Tyrosin und 
Tyrosyl-tyrosin. Von Interesse ist, daf das O—N-Tripeptid schon 
in der Kalte mit Ninhydrin eine auffallend starke Blaufirbung 
gibt. Nach erfolgter Abspaltung der O-Tyrosylgruppe trat die 
Ninhydrinreaktion erst beim Erwirmen auf. 

Bemerken méchten wir noch, da’ die Auswertung der Er- 
fahrung der verschiedenen Haftfestigkeit von -OC—NH-Bindungen 
gegeniiber Séuren und Alkali neue Wege zur Isolierung und vor 
allem der Identifizierung von aus mehreren Aminosiuren be- 
stehenden Spaltprodukten aus EiweiB erdéffnet. Ferner liefern die 
gemachten Beobachtungen einen Hinweis auf die Méglichkeit der 
Spaltung von Polypeptidketten an anderer Stelle als von den An- 
fangs- bzw. Endgliedern aus. SchlieBlich besteht die Méglichkeit, 
ein Verstindnis fiir die verschiedene Art des Abbaus von Hiweif- 
stoffen durch Pepsinsalzsiure und durch Trypsin zu gewinnen. 
In Abhingigkeit von der vorhandenen p,,-Konzentration ergeben 
sich offenbar fiir beide Fermentarten verschiedenartige empfindliche 
Stellen im gesamten Bau der Proteine. 


Versuchsteil. 
d, 1-Seryl-d, l-leucin. 


a) Darstellung von d,l-Leucyl-d,l-serylanhydrid. 5g d,l-Leucyl- 
d,l-serin [dargestellt aus d,l-«-Bromisocapronylchlorid und d,1-Serin')] wurden 
in 50 cem Methanol suspendiert und bei 0° 2mal verestert. Nach mehr- 
maligem Eindampfen der Lésung bei etwa 10° im Vakuum wurde der Riickstand 
mit wenig Methanol aufgenommen und 3 Tage mit 60 ccm ammoniakalischem 
Methylalkohol (bei 0° mit NH, gesiittigt) im Brutraum stehen gelassen. 
Durch Eindampfen der Lésung und Aufnehmen des Riickstandes mit eis- 
kaltem Wasser wurden erhalten: 1,8 g Krystalle. Schmelzp. 224° und 1,9 g 
amorpher Kérper. Ausbeute 83°/,. 

Bei beiden K6rpern war die Ninhydrinreaktion negativ, die Anhydrid- 
reaktion mit m-Dinitrobenzoesiure positiv. 

30,4 mg Subst. verbr. 3,05 cem n/10-H,SO,. Leucyl-serylanhydrid 
(200,1), ber. N 14,0, gef. N 14,05. 





) Emil Abderhalden u. F. Reich, Fermentforschg. 11, 291 (1930). 
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Magensaft vom Hund, Glycerinauszug aus Darmschleimhaut und aus 
Pankreaspulver lieBen das Anhydrid unaufgespalten. 

b) Aufspaltung des Anhydrids mit 10 vol.-°/,iger Schwefelsaure, 
Erwiirmt man das oben beschriebene Anhydrid 3'/,—4 Stunden mit 10 vol.- 
°/,iger Schwefelsiure auf dem siedenden Wasserbade, so ist, wie aus dem 
Stickstoffverhiltnis NH,-N:N hervorgeht, eine vollkommene Aufspaltung zum 
Dipeptid eingetreten. Eine gleiche Aufspaltung des Anhydrids erfolgt auch 
bei Brutraumtemperatur mit 10 vol.-°/, iger Schwefelsiure innerhalb von 
4 Tagen. Bei 37° findet eine Totalhydrolyse des Dipeptids zu d,1-Serin 
und d,l-Leucin nicht statt. Nach 10 tigigem Stehen im Brutraum bestand 
immer noch das Stickstoffverhiltnis NH,-N: N = 1:2 (nach 2 Tagen 1: 2,9, 
nach 4 Tagen 1: 2,05). 

1,1 g d,l-Leucyl-d,l-serylanhydrid wurden nach diesen Vorversuchen 
mit 40 cem 10 vol.-°/,iger H,SO, im Brutraum stehen gelassen. Die Auf- 
lésung des KGrpers trat langsam ein. Nach 4 Tagen war NH,-N: N = 1: 2,1. 
Nach Entfernung der Schwefelsiure wurde die Lésung eingedampft. Isoliert 
wurde 1 g Dipeptid, das sich aus Wasser umkrystallisieren lieB. Schmelzp. 216°. 
Ninhydrinreaktion: +, Anhydridreaktion: —. Die Substanz wurde bei 110° 
getrocknet: 31,9 mg Subst. verbr. 2,90 ccm n/10-H,SO,. d,l-Seryl-d,1l-leucin 
(218), ber. N 12,83, gef. N 12,74. 

Die lufttrockne Substanz enthilt 1 Mol. Wasser. 4,563 mg Subst., 
7,655 mg CO, 3,480 mg H,O. 4,784 mg Subst., 8,025 mg CO,, 3,550 mg H,0. 
28,1 mg Subst. verbr. 2,35 ccm n/10-H,SQ,. 


Seryl-leucin + H,O:C,H,,0,N, + H,O (236). 
Ber. C 45,77 H 8,54 N 11,87 
Gef. ,, 45,77, 45,77  ,, 8,51, 8,31 ,, 11,72. 


Benzolsulfoverbindung des Dipeptids, 0,4 g Substanz, in etwas 
Wasser und der berechneten Menge n-NaOH (2 cem) gelést, wurden mit 
1,1 cem (5 Mol) Benzolsulfochlorid (gelést in 15 cem Ather) und 6 cem n-NaOH 
11/, Stunden geschiittelt. Die Lésung blieb stets alkalisch. Zum Schluf 
wurde das iiberschiissige Siurechlorid ausgeithert und die wiB8rige Lésung 
mit HCl angesiuert. Es fiel kein Niederschlag. Nach Neutralisation mit 
NaOH wurde die Lésung im Vakuum eingedampft, der Riickstand durch 
mehrmaliges Aufnehmen mit Alkohol und Alkohol-Ather von den anorga- 
nischen Verunreinigungen befreit und mit Petrolither verrieben. Das anfangs 
dlige Produkt erstarrte. Menge 0,45 g, Ninhydrinreaktion: —. Der Kérper 
(Na-Salz des Benzolsulfoderivates) war in Wasser ldéslich; beim Ansiuern 
der Lésung fiel das reine Benzolsulfo-d,l-seryl-d,l-leucin als amorpher 
K6rper aus. 

28,2 mg Subst. verbr. 1,6 ccm n/i0-H,SO,. Benzolsulfo-d,l-seryl-d,|- 
leucin (358), ber. N 17,82, gef. N 7,95. 

Totalhydrolyse von Benzolsulfo-d,l-seryl-d,l-leucin. 0,35 g wurden 
mit 8 ccm 25 vol.-°/,iger H,SO, 5 Stunden ‘auf dem Drahtnetz gekocht. Uber 
Nacht schieden sich aus der erkalteten Lésung Krystalle aus (0,14 g), die 
aus Alkohol-Petrolither umkrystallisiert wurden (Nadeln). Schmelzp. 209°. 
Schmelzpunkt von Benzolsulfoserin 209°. Ein Gemisch beider Kérper gab 
keine Depression. Das Filtrat vom Benzolsulfoserin wurde nach Entfernung 
der Schwefelsiure mit Baryt und Neutralisation im Vakuum eingedampft. 
Es schieden sich Krystalle aus, die in Wasser schwer léslich waren. Menge: 
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0,65 g, Ninhydrinreaktion: +. Es handelt sich um Leucin: 28,2 mg Subst. 
yerbr. 2,1 com n/10-H,SO,. Leucin ber. N 10,69, gef. N 10,43. 


d,l-Seryl-glycin. 


Glycyl-d,l-serin. Die Darstellung erfolgte nach den Angaben von 
E. Fischer und Roesner’) iiber das Chloracetyl-d,l-serin. Aminierung 
durch Stehenlassen mit wiBrigem Ammoniak bei 37°. Ausbeute: 80°/,. 

Glycyl-d,l-serylanhydrid') entstand aus Glycyl-d,l-serinesterchlor- 
hydrat durch 20 stiindiges Stehenlassen mit ammoniakalischem Methanol. 
Ausbeute etwa 70°/,. Gedrungene Prismen. Schmelzp. 218—220°. Sintern 
215° (unkorr.). Subst. bei 110° getrocknet; 21,9 mg Subst. verbr. 3,05 cem 
n/10-H,SO, = 19,51 N. Ber. C,H,O,N, (144,08) N 19,45. 

Aufspaltung des Anhydrids mit 10 vol.-°/,iger Schwefelsdure. 
1g Glycyl-serylanhydrid wurde in 35 ccm 10 vol.-°/,iger Schwefelsiure ge- 
lést und die Lésung im Brutraum aufbewahrt. Nach 3 Tagen war bereits 
eine vollkommene Aufspaltung zum Dipeptid eingetreten. NH,.-N:N = 1: 1,95. 

1,5 cem der Originallésung auf 10 cem aufgefiillt. 

2cem davon gaben nach van Slyke 0,82 ccm Amino-N = 0,906 mg. 
leem = 0,453mg N. 5ccem der Lésung verbr. nach Kjeldahl 3,1 ccm 
n/10-H,SO, = 4,34 mg N. 

1cem = 0,87 mg N. NH,-N:N = 1:1,95. 

Nach der Entfernung der Schwefelsiiure wurde die Lésung zur Trockne 
eingedampft. Es wurde 1g amorphes Dipeptid gewonnen; Krystallisation 
bisher noch nicht gelungen. 


S. bei 110° getrocknet: 4,540 mg Subst.: 6,145 mg CO,; 2,540 mg H,O, 

17,2 mg Subst.: 2,15 cem n/10-H,SO,. 
Seryl-glycin C,H,,O,N (162,1) Ber. C 37,01 H 6,22 N 17,28 
Gef. ,, 36,91 y 6,26 17,50. 


Benzolsulfo-seryl-glycin. 0,5 g¢ Dipeptid (1 Mol), in etwas Wasser 
und 3,1 cem n-NaOH gelést, wurden mit 1,6 ccm Benzolsulfochlorid (4 Mol) 
— gelést in 15 ccm Ather — und 12 ccm n-NaOH 1'/, Stunden auf der 
Maschine geschiittelt. Die Liésung blieb stets alkalisch. Zum Schlu8 wurde 
ausgedithert und die wiBrige Lésung mit HCl angesiuert. Da kein Kupp- 
lungsprodukt ausfiel, wurde mit NaOH neutralisiert und eingedampft. Die 
Ninhydrinreaktion der neutralisierten Lésung war schwach angedeutet. 
Aus dem Riickstand, der etwa 1 g anorganische Salze enthielt, wurde das 
Natriumsalz des Benzolsulfoseryl-glycins durch mehrmalige fraktionierte 
Fillung mit Alkohol isoliert. 

Wei8es Krystallpulver 0,3 g, lislich in Wasser. 33,6 mg Subst. verbr. 
2,10 cem n/10-H,SO,. C,,H,,O0,N,SNa (324,1) ber. N 8,64, gef. N 8,75. 

Totalhydrolyse mit 25 vol.-°/,iger Schwefelsdure. 0,3 g des oben 
beschriebenen Kérpers wurden mit 5 cem 25 vol.-°/,iger Schwefelsdure tiber- 
gossen und 5 Stunden auf dem Drahtnetz gekocht. Beim Abkiihlen der 
Lésung schieden sich Krystalle (Nadeln) aus. Schmelzp. 208°, Sintern 203°. 
Menge: 170 mg. Umkrystallisiert aus Alkohol-Petrolither. Schmelzp. 209° 
Benzolsulfoserin Schmelzp. 209°. Aus der Mutterlauge wurde die Schwefelsiure 


1) Liebigs Ann. 375, 199 (1910). 
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durch Baryt entfernt, die Lésung neutralisiert, eingedampft und der Riickstand 
dann mit absolutem Alkohol behandelt. Ungelést blieben etwa 0,1 g eines 
farblosen, amorphen K6rpers; léslich in Wasser; Geschmack: sii8-brenzlich. 
Ninhydrinreaktion: +. Glykokoll. Der Kérper wurde, da er noch etwas 
Asche enthielt, in wenig Wasser gelést und mit Benzolsulfochlorid in 
alkalischer Lésung zu Benzolsulfoglykokoll umgesetzt. Blittchen. Schmelz. 
punkt 164—166° Mischschmelzpunkt mit reinem Benzolsulfoglykokoll 
(Schmelzp. 166—167°), Schmelzp. = 164—166°. 


d, 1-Seryl-l-tyrosin. 


1-Tyrosyl-d,l-serin. Die Darstellung von |-Tyrosyl-d,l-serin erfolgte 
nach der von M. Bergmann und Zervas angegebenen Methode’). Aus 
1-Tyrosin und Benzylester-kohlensiurechlorid wurde Dicarbobenzoxytyrosin 
dargestellt und mit PCl, zum Dicarbobenzoxytyrosyl-chlorid umgesetzt*). 


Dicarbobenzoxytyrosyl-serin (C,,H,,O,N,, 536,2). Molekulare Mengen 
Serin und Dicarbobenzoxytyrosyl-chlorid — letzteres gelést in Chloroform- 
Ather — wurden in schwach alkalischer Lésung in iiblicher Weise durch 
2 stiindiges Schiitteln auf der Maschine gekuppelt. Es war eine Emulsion 
entstanden, die sich beim Ansiuern der Lésung in Ather-Chloroform liste. 
Beim Eindampfen der itherischen Lisung hinterblieb ein gelbliches OJ, 
das mit wenig Methanol aufgenommen wurde. Aus der Lésung krystalli- 
sierten Nadeln aus (Kérper A.) — in Methanol, Athanol unlislich. 2,5 g Roh- 
produkt (gelbes Ol), lieferten bei verschiedenen Versuchen 0,4—0,6 g Korper A. 
Wurden bei der Kupplung mit Dicarbobenzoxytyrosyl-chlorid 2 Mol Serin 
angewandt, so wurde der Kérper A als Nebenprodukt nicht erhalten. 


Der KGrper A erwies sich als O-N-Di-[dicarbobenzoxy- 
tyrosyl|-serin. Schmelzp. 158—159° 


45,3 mg Subst. verbr. 1,4 ccm n/10-H,SO,. 3,669, 4,039 mg Subst.: 
8,850, 9,710 mg CO,. — 1,710, 1,865 mg H,0. 
Cs3H,,0,;N; (967,4) Ber. C 65,74 H 5,10 N 4,33 
Gef. ,, 65,78, 65,57 ,, 5,2, 5,17 4, 4,31. 


Abspaltung der an den Oxygruppen haftenden Reste: 53,0 mg Subst., 
in 5 cem Pyridin gelést, verbrauchten bis zur Neutralisation gegen Phenol- 
phthalein 0,55 eem n/10-NaOH (ber. 0,55 ecm). Nach Hinzufiigen von weiteren 
3,75 cem n/10-NaOH wurde die Liésung 4 Stunden im Brutraum aufbewahrt. 
Die iiberschiissige Natronlauge wurde mit n/10-H,SO, zuriicktitriert. Ver- 
braucht: 2,0 cem n/10-H,SO,. Somit waren noch 1,75 cem n/10-NaOH, d. h. 
das Dreifache des Anfangswertes, gebunden worden. 

Die Mutterlauge des Kérpers A lieferte nach dem Eindampfen das 
Dicarbobenzoxytyrosyl-serin: farbioses amorphes Pulver, Ausbeute: 50—60°/,. 


61,7 mg Subst. verbr. 2,2 ecm n/10-H,SQ,. 
C,,H,,0,N; (536,2) Ber. N 5,22 Gef. N 5,0. 


*) Ber. chem. Ges. 65, 1194 (1932). 
*) Abderhalden u. Bahn, Diese Z. 219, 78 (1933). 
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Abspaltung des an der Oxygruppe des Tyrosins haftenden Restes. 
50,6 mg Subst., in 5 ecm Pyridin gelést, verbrauchten bis zur Neutralisation 
gegen Phenolphthalein 0,95 cem n/10-NaOH (ber. 0,95 ccm).. Nach weiterem 
Zusatz von 3,95 ecm n/10-NaOH lieBen wir die Lésung 4 Stunden bei 37° 
stehen und titrierten den UberschuB an NaOH mit n/10-H,SO, zuriick. Ver- 
braucht: 2,9 cem n/10-H,SO,. Somit waren 1,05 cem n/10-NaOH gebunden 
worden (= vollstiindige Abspaltung einer Carbobenzoxygruppe). 

Zur Darstellung von 1-Tyrosyl-d,l-serin wurden 1,8 g Dicarbo- 
benzoxytyrosyl-serin in 30 cem Methanol gelést und nach Zusatz von etwas 
Wasser und Palladiumschwarz im Wasserstoffstrom geschiittelt, bis die 
CO,-Entwicklung beendet war (Dauer etwa 6 Stunden; Katalysator muBte 
3mal erneuert werden). Nach dem Abfiltrieren des Katalysators wurde die 
Lésung eingedampft. Riickstand: 0,7 g; farbloser, amorpher Kérper, der 
nach dem Trocknen bei 110° noch 2 Mol Wasser enthielt. Ninhydrin- 
reaktion: +. 

31,2 mg Subst. verbr. 2,1 cem n/10-H,SO,. 

1-Tyrosyl-d,l-serin + 2H,O (304,1) Ber. N 9,22 Gef. N 9,43. 

Beim Erhitzen im Réhrchen auf 140—160° gab die Substanz 2 Mol. 
Wasser ab. Es gelang, das Dipeptid aus Wasser—Alkohol zum Teil krystallin 
zu erhalten (kurze gedrungene Prismen). Ein konstanter Schmelzpunkt war 
nicht vorhanden: bei 231—233° spontanes Schmelzen zu einer sirupdsen 
Masse unter Aufschiiumen. Bei weiterem Erhitzen Briiunen des Sirups, bei 
290° Zusammenlaufen der Fliissigkeit unter Zersetzung. 


4,706, 4,897 mg Subst.: 9,260, 9,600 mg CO,; 2,630, 2,730 mg H,O. — 
26,3 mg Subst. verbr. 1,9 cem n/10-H,SO,. 
1-Tyrosyl-d,l-serin (268,1) 
Ber. C 53,71 H 6,02 N 10,45 
Gef. ,, 53,68, 53,48 » 6,25, 6,24 » 10,12. 


Aus 1g Rohprodukt konnten durchschnittlich 0,3—0,4 g des kry- 
stallinen K6rpers (A) erhalten werden; die restlichen 0,6—0,7 g (Kérper B) 
blieben amorph. Die Drehung des Kérpers A betrug [a]2° = + 22,5° in 
20°/,iger salzsaurer Lésung. Eine 2°/,ige salzsaure Lésung zeigte « = + 0,45°. 

Da der Kérper A in kurzer Zeit von Erepsin stark ge- 
spalten wurde [Lésung (!/,,-molar) zeigte nach 3 Stunden eine 
Aufspaltung von 37°/,; es fiel Tyrosin aus], geht man wohl 
nicht fehl in der Annahme, daB es sich hier um 1-Tyrosyl- 
l-serin handelte, wihrend der amorphe Kérper B neben 1-Tyro- 
syl-d,l-serin das 1-Tyrosyl-d-serin enthielt. [Vgl. die Rein- 
darstellung von 1-Norleucyl-l-tyrosin aus d,l-Norleucyl-l-tyrosin 
durch Krystallisation, ferner von 1-Leucyl-l-tyrosin aus d,l-Leucyl- 
l-tyrosin, von 1-Alanyl-l-tyrosin aus d,l-Alanyl-l-tyrosin, von 
l-Norvalyl-l-tyrosin aus d,l-Norvalyl-l-tyrosin }).] 





1) Abderhalden u. Bahn, Fermentforschg. 11, 399 (1930). 
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Trypsin spaltete den Korper A ebenfalls. Eine */,, molare 
Lésung (p,, 8,4) zeigte nach 5 Stunden eine Aufspaltung von 20°/,: 
Tyrosin begann auszufallen. | 

Zwecks Reindarstellung von 1-Tyrosyl-d-serin lieBen wir 
den Kérper B solange im Brutraum mit Erepsin stehen, bis noch 
vorhandenes 1-Tyrosyl-l-serin aufgespalten war. (Bestimmung 
der abgespaltenen Tyrosinmenge; Beobachtung der Drehungs- 
anderung im Polarisationsrohr). Nach 2-maligem EKrepsinzusatz 
innerhalb von 48 Stunden war keine Verinderung mehr zu beob- 
achten. Die vom Tyrosin getrennte Lisung wurde eingedampft 
und fraktionsweise mit Alkohol aufgeteilt. Wir erhielten 
das Produkt als farblosen, amorphen Kérper; Krystallisations- 
versuche waren ohne Erfolg. Eine 2°/,ige Lésung in 20°/,iger 
HCl drehte + 0,36° [a]?° =+ 18°. 

Von Trypsin wurde der Kérper nicht gespalten. Eine '/,, molare 
Lésung (p, 8,4, Trypsinlésung 1,6 E.) zeigte nach 20 Stunden 
keine Aufspaltung. 


1-Tyrosyl-d,l-serylanhydrid. Vorversuche: Erhitzt man freien Tyro- 
syl-serylester, der aus dem Hydrochlorid mit Natriummethylat in Freiheit 
gesetzt war, auf 100°, bis der anfangs zihe Sirup fest geworden ist und 
neutral reagiert (was nach 2 Tagen eingetreten war), so kann man das An- 
hydrid in etwa 10—20°/, Ausbeute erhalten, wihrend zum gréBten Teil 
Nebenprodukte entstanden sind. Eine bessere Ausbeute wurde auch nicht 
erzielt, wenn der freie Ester in alkoholischer Lésung 8—20 Stunden im 
Rohr auf 100° erhitzt wurde. Bei Brutraumtemperatur reagierte bei gleicher 
Versuchsanordnung die Liésung nach 14 Tagen noch alkalisch. Bessere 
Ausbeuten erhielten wir, als wir das bei 0° hergestellte 1-Tyrosy]-d,1-sery]- 
esterchlorhydrat mit ammoniakalischem Methylalkohol (bei gewéhnlicher 
Temperatur gesittigt) etwa 2 Tage bei etwa 18° stehen lieBen. Bei starker 
NH,-Konzentration und bei Brutraumtemperatur wurden die Ausbeuten 
wieder gering. 

1 g 1-Tyrosyl-d,l-serin wurde auf Grund der Vorversuche in iiblicher 
Weise bei 0° 2-mal verestert und das isolierte Esterchlorhydrat mit 50 ccm 
Methanol — bei 18° mit NH, gesiittigt — tibergossen. Die Liésung wurde 
2 Tage bei 18° stehen gelassen. Proben, im Schilchen eingedampft, zeigten 
dann neutrale Reaktion und gaben mit m-Dinitrobenzoesiure eine rotgelbe 
Firbung. Die Lésung wurde im Vakuum eingedampft. Beim Aufnehmen 
des Riickstandes mit Eiswasser blieben 0,5—0,6 g ungeldst. Ninhydrin- 
reaktion: —, Anhydridreaktion: +. Nach kurzem Kochen mit verdiinnter 
NaOH war Ninhydrinreaktion: +. Der Kérper ist in heiBem Wasser lis- 
lich; er wurde bei 110° getrocknet. Beim Erhitzen im Réhrchen gab Sub- 
stanz bei 115° Wasser ab. 24,1 mg Subst. verbr. 1,7 cem n/10-H,SO,, 
N 9,88. Ber. fiir Tyrosyl-serylanhydrid + 2H,O, N 9,83. 

Aus Alkohol-Essigester konnten Prismen erhalten werden. Schmelz- 
punkt 253—255°. Von 249° an Braunfirbung und Sintern. 
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Analyse der wasserfreien Substanz: 3,058 mg Subst.; 1,555 mg H,O, 
6,44 mg CO,. — 3,368 mg Subst.: 1,667 mg H,O, 7,053 mg CO,. — 25,0 mg 
Subst. verbr. 1,95 cem n/10-H,SO,. 
C,2H,,0O,N, (250,1) 
Ber. C 57,58 H 564, N 11,20 
Gef. ,, 57,44, 57,12 » 5,69, 5,54 » 10,93. 


Aufspaltung des Anhydrids mit 10 vol.-/,iger Schwefelsaure. 
1 g Tyrosyl-serylanhydrid wurde in 35 ccm 10 vol.-°/,iger Schwefelsiure 
suspendiert, kurze Zeit auf dem Wasserbad auf 50—60° erwiirmt und — nach- 
dem Lésung eingetreten war — 4—5 Tage im Brutraum aufbewahrt. Das 
Stickstoffverhiltnis NH,-N:N betrug nach 2tigigem Stehen im Brutraum 
1:2,4; nach 4tigigem Stehen 1:2,1 (Bestimmung vgl. S. 187). Nach der 
Entfernung der Schwefelsiure wurde die Lisung zur Trockne verdampft. 
Ausbeute 0,8 g amorpher, farbloser Kérper. Ninhydrinreaktion: +. NH,-N:N 
= 1:2,1. Substanz bei 110° getrocknet. 


29,1 mg Subst. verbr. 2,15 com n/10-H,SO, = 10,25°/, N. — Ber. fiir 
Seryl-tyrosin (268,1) N 10,45. 

Wurde zur Darstellung von Tyrosyl-serylanhydrid krystallisiertes 
1-Tyrosy]-l-serin (vgl. S. 189) verwandt, so erhielten wir nach der Aufspaltung 
des Anhydrids ein krystallines 1-Seryl-l-tyrosin: Blittchen, die jedoch keinen 
scharfen Schmelzpunkt zeigten. Schmelzpunkt nach vorhergehendem Sintern 
unter Aufschiiumen bei 293—298°. 

Eine 2°/,ige salzsaure Liésung (20°/,ige Salzsiure) drelite + 0,55° 
[a]20° = + 27,5° 

Dibenzolsulfo-seryl-tyrosin. 0,5 ¢ Substanz wurden in der auf S. 186 
geschilderten Weise mit 10 Mol Benzolsulfochlorid in alkalischer Lésung 
in das Dibenzolsulfoseryl-tyrosin tibergefiihrt. Menge: 0,45 g, zuerst dlig, 
dann fest werdend. Millonreaktion: —; Ninhydrinreaktion: —. 

33,5 mg Subst. verbr. 1,2 cem n/10-H,SO,. — Ber. fiir Dibenzolsulfo- 
seryl-tyrosin (548) N 5,12 Gef. N 5,02. 


Totalhydrolyse von Dibenzolsulfo-seryl-tyrosin. 0,4 g obigen Kér- 
pers wurden mit 18 ccm 25 vol.-°/, iger Schwefelsiure 6°/, Stunden auf dem 
Drahtnetz gekocht. Ein Teil erstarrte gleich beim Abkiihlen zu einer festen 
Masse. Bei lingerem Stehen schied sich noch ein 6liger Kérper aus, der 
mit Nadeln durchsetzt war (A), (0,15 g). Nach Entfernung der Schwefel- 
siure wurde die Lésung fast eingedampft. Es schieden sich Nadeln aus. 
Gesamtmenge 0,15 g; wenig léslich in kaltem Alkohol und Wasser. Die 
Ninhydrinreaktion war positiv, Millonreaktion: —. Schmelzp. 2183—214°. 
Q-Benzolsulfo-tyrosin Schmelzp. 212—214°% Mischschmelzp. 213—214°. 

Aus dem Kérper A lieBen sich nach mehrfachem Umkrystallisieren 
aus Alkohol-Wasser krystalline Fraktionen gewinnen. Schmelzp. 207—208°. 
Benzolsulfoserin Schmelzp. 209—210°. Mischschmelzp. 207—209°. 


Aufspaltung von Tyrosyl-serylanhydrid in alkalischer Losung 
(n/5- und m/5-Barytlésung '), — 0,4 g Anhydrid wurden mit 14 cem n/5-Baryt- 
lésung iibergossen. Der Kérper Jéste sich sofort. Die Lésung wurde 





1) Vgl. Angaben von M. Bergmann u. Miekeley, Liebigs Ann. 458, 
62 (1927). 
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24 Stunden bei gewohnlicher Temperatur stehen gelassen und dann, da eine 
Probe nach der Neutralisation starke Ninhydrinreaktion zeigte, mit einer 
diquivalenten Menge H,SOQ, versetzt. Beim Eindampfen der Lésung zeigte 
sich, da8 der gréBte Teil des Kérpers noch als Anhydrid vorlag. Es schied 
sich in Flocken aus. Der Riickstand wurde mit Alkohol, dem etwas Ather 
zugesetzt war, extrahiert. Gewonnen wurden 0,1 g Dipeptid und 0,3 g An- 
hydrid. 
Der Aufspaltungsversuch wurde daher mit m/5-Barytlésung unter 
gleichen Bedingungen, wie oben, wiederholt. 0,4 g Anhydrid lieferten, 
nach obigen Angaben aufgearbeitet, 0,2 g Dipeptid (NH,-N:N = 1: 2), 
0,02—0,03 g Tyrosin, etwas Serin und etwa 0,15 g nicht angegriffenes Aus- 
gangsmaterial (léslich in Alkohol, wenig léslich in kaltem Wasser; An- 
hydridreaktion : +). 

Das erhaltene Dipeptid, 0,3 g (wenig léslich in Alkohol, leicht léslich 
in kaltem Wasser), wurde in bekannter Weise (vgl. S. 186) mit 10 Mol 
Benzolsulfochlorid in alkalischer Lésung gekuppelt. Kupplungsprodukt: 
0,3 g, Millonreaktion: —; farbloser, amorpher K6rper. 

Eine 7stiindige Hydrolyse des Kupplungsproduktes (0,25 g) mit 25 vol.- 
°/,iger H,SO, (15 eem) lieferte 0,15 g Dibenzolsulfotyrosin (Schmelzp. 116 
bis 117°). Mischschmelzp. 115—117° — und 0,05 g Serin, das — weil 
nicht ganz rein — als Benzolsulfoserin identifiziert wurde. Schmelzp. 209°. 


Versuche zur Darstellung von O-N-Di-l-tyrosyl-d,l-serin und 
0-N-Di-1;tyrosyl-1-tyrosin. 0,3 g Di-(dicarbobenzoxytyrosyl)-serin (vgl. 
S. 188) wurden — da in Methanol unléslich — in wenig Chloroform gelést 
und die Lésung mit Methanol auf 30 ccm aufgefillt. Die Lésung wurde mit 
Palladiummohr im H-Strom geschiittelt, bis die CO,-Entwicklung beendet 
war (3 Stunden). Nach dem Eindampfen hinterblieb ein rotes Ol, das nach 
Verreiben mit Essigester fest wurde. Das Rohprodukt wurde in wenig 
Methanol gelést, mit Tierkohle entfirbt und mit Essigester ausgefillt: farb- 
loser, amorpher Ké6rper 0,1 g. Der Kérper war halogenhaltig. In Pyridin- 
lésung wurde bis zur Neutralisation gegen Phenolphthalein etwa die 3 fache 
Menge n/10-NaOH verbraucht wie fiir ein Dityrosyl-serin berechnet war. 
Nach 4stiindigem Stehenlassen mit einem Uberschu8 an n/10-NaOH im 
Brutraum wurde nochmals so viel n/10-NaOH (gemessen durch Zuriick- 
titrieren mit n/10-H,SO,) verbraucht, wie fiir die Abspaltung einer an der 
OH-Gruppe des Serins sitzenden Tyrosylgruppe berechnet war. 

Zur Aufklirung der geschilderten Verhiiltnisse versuchten wir das 
O-N-Di-l-tyrosyl-l-tyrosin darzustellen, da bekannt ist, daB an der 
Oxygruppe des Tyrosins haftende Carboxylgruppen bestiindiger sind als 
solche, die mit der Hydroxylgruppe des Serins verkniipft sind’). 

Durch Kuppeln von Dicarbobenzoxytyrosylchlorid (2 Mol) mit Tyrosin 
(1 Mol) in iiblicher Weise (vgl. S. 188) wurde das O-N-Di-(dicarbobenzoxy- 
tyrosyl)-tyrosin dargestellt. Es wurde darauf geachtet, daB die Lésung 
stets alkalisch blieb; schon wihrend des Kuppelns fiel das Produkt aus 
und wurde abgenutscht (aus 3,7 g Chlorid und 0,7 g Tyrosin wurden 1,4 g 


erhalten). 





1) Vgl. Benzoylierungsversuche von Serin und Tyrosin und Derivaten: 
Abderhalden u. Bahn, Diese Z. 210, 256 (1932). 
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Das Rohprodukt wurde mit verdiinnter HCl digeriert und spiter mit 
Petrolither verrieben. Es ist in kaltem Wasser unldslich und fillt aus 
heiBem amorph aus. Krystallisation aus Essigester gelang nicht. Millon- 


reaktion : —. 
54,6 mg Subst.: 1,5 cem n/10-H,SO, = 3,85°/, N. 
C.oH,30,,N; (1043,5) Ber. N 4,02 Gef. N 3,85. 


Bestimmung der an den 3 Oxygruppen haftenden, leicht abspalt- 
baren Reste. 83,6 mg Substanz, in 5 cem Pyridin gelést, verbrauchten zur 
Neutralisation gegen Phenolphthalein 0,85 cem n/10-NaOH (ber. 0,8 eem 
n/10-NaOH). Nachdem weitere 4,8 ccm n/10-NaOH hinzugefiigt waren, 
wurde die Lésung 4 Stunden im Brutraum stehen gelassen. Der UberschuB 
an Lauge wurde mit 2,35 ccm n/10-H,SO, zuriicktitriert. Zur Abspaltung 
der an den Oxygruppen haftenden Reste waren also 2,45 ccm n/10-NaOH 
verbraucht worden (= 3facher Wert der Anfangstitration). 


Abspaltung der Carbobenzoxygruppen (Hydrierung). Da das 
Di-(dicarbobenzoxytyrosyl)-tyrosin in den meisten organischen Lésungs- 
mitteln unléslich ist, versuchten wir unter Zusatz von Chloroform oder 
Pyridin zum Methylalkohol ein brauchbares Lésungsmittel herzustellen. In 
Pyridin—Methanollésung trat sofort Aufspaltung in Tyrosin und Tyrosyl- 
tyrosin ein, da beim Einleiten von Wasserstoff unter Einflu8 des Kataly- 
sators Piperidin gebildet wurde. Die Lésung reagierte stark alkalisch. 
Wihlten wir als Lésungsmittel Chloroform-Methanol, so wurde auch hier 
unter dem Einflu8 des Katalysators aus dem Chloroform HCl abgespalten; 
aber wir erhielten aus der schwach sauren Liésung ein stabiles Chlorhydrat 
des O-N-Dityrosyl-tyrosins, 

0,9 g Di-(dicarbobenzoxytyrosyl)-tyrosin wurden in sehr wenig Chloro- 
form gelést und mit Methanol versetzt, bis Triibung auftrat. Die Lésung 
wurde mit Palladiummohr im Wasserstoffstrom geschiittelt, bis keine Kohlen- 
siure mehr entwickelt wurde. (Dauer 3 Stunden.) Die Lésung hinterlieB 
nach dem Eindampfen ein rotes Ol, das nach dem Verreiben mit Essigester 
fest wurde. Menge: 0,5 g, Reaktion gegen Lackmus: schwach sauer, Millon- 
reaktion: +. Ninhydrinreaktion: bereits in der Kilte stark +. Der Kérper 
war in Wasser, Methanol, Athanol, Pyridin léslich; er wurde in wenig 
Methanol gelést, mit Tierkohle entfirbt und mit Essigester ausgefillt. Beil- 
steinprobe: +, mit AgNO, in salpetersaurer Lésung fiel AgCl. Es war ein 
Q-N-Dityrosyl-tyrosin-dichlorhydrat entstanden. Der lufttrockene Kérper gab 
folgende Analysenwerte : 

3,66, 5,610 mg Subst.: 2,031, 3,114 mg H,O, 7,059, 10,870 mg CO,. — 
30 mg Subst.: 0,95 cem n/10-AgNOQ,. 

C,,H,,O,N; + 2 H,O + 2 HCl (616,2) 
Ber. C 52,6 H 5,7 Cl 11,51 
Gef. ,, 52,61, 52,85 ,, 6,2, 6,2 11,23. 


42,9 mg, in 5 ccm Pyridin gelést, verbrauchten bis zur Neutralisation 
gegen Phenolphthalein 1,98 cem n/10-NaQH (berechnet fiir obiges Chlor- 
hydrat 2,08 cem n/10-NaQOH). 

Nachdem weitere 4 ccm n/10-NaOH hinzugefiigt waren, wurde die 
Lésung 4 Stunden im Brutraum aufbewahrt. Der Uberschu8 an Lauge 
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wurde mit 3,3 ccm n/10-H,SO, zuriicktitriert. Zur Abspaltung der an der 
Oxygruppe des Tyrosins haftenden Tyrosylgruppe waren noch 0,7 ecm 
n/10-NaOH verbraucht worden (ber. 0,7 cem n/10-NaOH). 

Das freie O-N-Dityrosyl-tyrosin konnte bisher nicht isoliert werden, 
da es leicht in Tyrosin und Tyrosyl-tyrosin zerfillt. Wurde das Chlor- 
hydrat mit Natronlauge in wiBriger Lésung neutralisiert, so schied sich in 
geringer Menge ein farbloser, amorpher K6rper aus, der bei Zimmertemperatur 
starke Ninhydrinreaktion zeigte und zweifellos mit dem O-N-Dityrosyl-tyrosin 
identisch war. Nach kurzem Stehen war neben Tyrosin Tyrosyl-tyrosin 
(NH, =N:N= 1:2) entstanden. Die gleichen Zersetzungsprodukte ent- 


standen, wenn aus dem Chlorhydrat in Methanollésung das Halogen mit | 


Natriummethylat entfernt wurde. 


Charakteristisch fiir das beschriebene O-N-Tripeptid scheint die starke 
Ninhydrinreaktion zu sein. Wéihrend Aminosiuren und Polypeptide mit 
Ninhydrin erst beim Kochen eine Blaufirbung geben, trat hier schon in 
der Kilte Blaufirbung zutage. Hatte sich nach kurzem Stehen der Kérper 
zersetzt, trat bei gewéhnlicher Temperatur mit Ninhydrin keine Firbung 


mehr auf. 

Trennung eines Gemisches von Asparaginséure und Glutamin- 
siure. Die in bekannter Weise (Emil Fischer) dargestellten 
Benzoylderivate werden 3 Stunden auf dem Wasserbad (75—80°) 
mit 10 vol.-°/,iger H,SO, erwirmt. 

Isolierung der Spaltprodukte: Beim Abkihlen der sauren 
Lésung scheidet sich Benzoesiure aus, die einen Teil der Benzoyl- 
l-glutaminsiure enthalten kann (Trennung mittels Petroliithers). 
Den Rest der Benzoyl-l-glutaminsiure gewinnt man durch Aus- 
ithern der sauren Lisung, wihrend die Asparaginsiure nach der 
Entfernung der Schwefelsiure durch Baryt aus der wiBrigen 
Lésung gewonnen werden kann. 


Zusammenfassung. 


Der Umstand, daB bestimmte, am Stickstoff des Serins ver- 
ankerte Gruppen (z. B. Benzoylgruppe und ferner Aminosiurereste) 
unter Kinwirkung von Siure leicht abgespalten werden, ist dazu 
benutzt worden, um Seryl-peptide darzustellen. Ausgegangen 
wurde von Dipeptiden, in denen Serin die Carboxylgruppe trigt. 


Uber ihre Ester wurde das Diketopiperazin dargestellt und dieses | 


mittels Séure aufgespalten. So wurden d,l-Seryl-d,l-leucin, 
d,l-Seryl-glycin, d,l-Seryl-l-tyrosin und l-Seryl-l-tyrosin 
gewonnen. Bei der Gewinnung des Seryl-tyrosins wurde bei Ver- 
wendung von Carbobenzoxychlorid (nach M. Bergmann-Zervas) 
zur Darstellung von Tyrosyl-serin die Bildung von O—N—Di-(di- 
carbobenzoxy-tyrosyl)-serin beobachtet. Bei der Hydrierung 
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Beitrag zur Synthese von Dipeptiden usw. 


dieser Verbindung lieB sich das Auftreten des salzsauren Salzes 
des O-N—Di-l-tyrosyl-serin feststellen. Zur Erhirtung dieses 
Befundes wurde O—N—Di-l-tyrosyl-l-tyrosin als .salzsaures 
Salz gewonnen. Diese Verbindung gibt bereits in der Kilte eine 
sehr starke Ninhydrinreaktion. Bei der Uberfiihrung in die freie 
Verbindung zerfillt sie in Tyrosin und Tyrosyl-tyrosin. 

1-Tyrosyl-l-serin wird von Erepsin und Trypsin gespalten, 
|-Tyrosyl-d-serin dagegen nicht. 

In Ubereinstimmung mit der Beobachtung von M. Bergmann 
und Miekeley, wonach durch Alkali aus Phenylalanyl-seryl-an- 
hydrid Phenylalanyl-serin gebildet wird, wird gezeigt, daB 'T'yrosyl- 
seryl-anhydrid bei Kinwirkung von Alkali Tyrosyl-serin liefert. 

Auf Grund der sehr verschiedenen Haftfestigkeit der Benzoyl- 
sruppe an Asparagin- und Glutaminsiéure wird ein Verfahren zur 
Trennung dieser beiden Aminosiuren mitgeteilt. 


Die Mittel zur Durchfiihrung der Untersuchungen verdanken wir der 


Direktion der Rockefeller-Foundation. Es sei ihr auch an dieser Stelle 
herzlich gedankt. 
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Uber einen gelben, schwefelhaltigen Farbstoff aus Hefe. 


Von 
Richard Kuhn, Theodor Wagner-Jauregg, F. W. van Klaveren 
und Hellmuth Vetter. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1935.) 


Macht man eine rohe Lactoflavinlésung (aus Milch) alkalisch, 
so scheint die gelbgriine Fluorescenz nach blau ,umzuschlagen”. 
Diesen Versuch haben die Herren Ph. Ellinger und W. Koschara 
dem einen von uns (R. K.) am 6. November 1932 in Diisseldori 
vorgefiihrt. Da reines Lactoflavin nach Zusatz von Alkali keine 
Spur von Fluorescenz mehr zeigt’), mubte die blaue Fluorescenz 
von einer Begleitsubstanz herriihren. Als Ausgangsmaterial fiir 
die Isolierung dieser und aibnlicher blau fluorescierender Ver- 
bindungen, die im Tier- und Pflanzenreich sehr verbreitet sind”. 
haben wir vor allem Milch, Hefe und Zuckerriiben gewihlt. Das 
Interesse an diesen Verbindungen wurde besonders geweckt durch: 
die Beobachtung, daB einige von ihnen umkehrbar Leukover- 
bindungen liefern*): die himmelblaue Fluorescenz verschwindet 
auf Zusatz von Natriumhydrosulfit und tritt beim Schiitteln mit 
Luft in unverminderter Helligkeit wieder auf. Dadurch erscheint 
eine Beteiligung an Oxydations-Reduktionsvorgingen in den Zellen 
méglich. Bisher kénnen wir mindestens drei verschiedene blau 
fluorescierende Substanzen, die vielleicht ganz verschiedenen 
Kérperklassen der Chemie angehéren, schart unterscheiden. Di: 
erste, die wir in krystallisierter Form erhalten haben, stammt aus 
Hefe und hat sich als schwefelhaltiger Farbstoff erwiesen. Wi 
schlagen fiir sie den Namen Thiochrom vor. 


1) Fiir die genaue py-Abhingigkeit vgl. R. Kuhn u. G. Moruzzi. 
Ber. chem. Ges. 67, 888 (1934). 

*) H. Helmholtz, Pogg. Ann. 94. 205 (1855); H. Bence Jones, Chem. 
News 13, 197 (1866): H. W. Kinnersley, R. A. Peters u. Squires 
Biochemic. J. 19, 404 (1925): H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 223, 11° 
(1934); 228, 1 (1984). 

) Vorliufig mitgeteilt durch R. Kuhn u. H. Rudy, Ber. chem, Ges. 6% 
1938 f. (1934). 
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Das reine Thiochrom (20 mg aus 1200 kg Hefe) krystallisiert 
aus Chloroform in etwas schriig auslischenden gelben Prismen 
Fig. 1), deren Farbe derjenigen von Schwefelblumen vergleichbar ist. 





Fig. 1. 
Thiochrom aus Chloroform, 100mal vergréBert. 
Die kleinen Prismen haben sich beim Verdunsten der Mutterlauge auszeschieden. 


Der Schmelzpunkt hegt bei 222° (unkorr., Zersetzung unter Orange- 
‘irbung) Es lost sich sehr leicht in Wasser, Methanol und Alko- 
iol mit auBerordentlich lebhafter Fluorescenz, welche die Lésungen 
schon im diffusen Tageslicht (Aufsicht) violettstichig blau erscheinen 
it. Vor der Quarzlampe ist die Fluorescenz rein himmelblau 
vie diejenige des 6,7-Dimethylalloxazins in Methanol. 
Thiochrom besitzt ausgesprochen basische, aber keine sauren 
Kigenschaften: es laBt sich nicht nur aus waBriger Lésung, son- 
dern auch aus 0,1 n- und 2 n-Natronlauge leicht durch Butyl- 
er Amylalkohol ausschiitteln'). Durch verdiinnte Salzsiure 
schligt die Fluorescenz umkehrbar nach sehr schwach gelbgriin 
und aus solchen Lésungen liBt sich durch Butyl- oder Amyl- 
‘ohol nichts mehr ausschiitteln. Das Fehlen amphoterer Eigen- 
aften geht auch aus der Analyse der Absorptionsspektren 


') Diese Reaktion ist zur Unterscheidung des Thiochroms yom Lumi- 
om (6,7-Dimethylalloxazin), das durch verdiinnte Lauge dem Butyl- oder 
ylalkohol sofort entzogen wird, sehr geeignet. 


14* 
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hervor. Die Absorptionskurve, die 2 Maxima bei 358 und 375 my, 
zeigt (Fig. 2), ist in Wasser und in n-Natronlauge genau diesell).. 
In n-Salzsiure ist die Kurve nach kiirzeren Wellenlingen verschob «1 
(A max = 348 mu) und das langwelligere Maximum nur noch av- 
gedeutet (Salzbildung). 

Natriumhydrosulfit reduziert Thiochrom in neutraler und 
alkalischer Lésung zu einer nicht fluorescierenden Leukovey- 
bindung, aus der sich beim Schiitteln mit Luft der Farbst: i 
leicht zuriickbildet. In alkalischer Lisung ist das Thiochrom 


$0. 
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Fig. 2. 
Absorptionsspektrum des Thiochroms in waBriger Loésung. 
‘ . a ‘ 2,30 [ 
Abszissen: Wellenlangen in mw. — Ordinaten: k = = 7 10g; 7 
c td 


(c in Molen pro Liter, d in cm.) 


lichtempfindlich, im Sonnenlicht verschwindet die Fluorescenz 
bald irreversibel. 

Nach den vorliegenden Analysen ist neben dem Schwefel- 
gehalt besonders kennzeichnend die Anwesenheit einer dure) 
Jodwasserstoffsiure abspaltbaren Methylgruppe (Alky!. 
gruppe). Da sie unter den Bedingungen der Methoxylbestimmung 
nicht abgelést wird, diirfte sie kaum an Sauerstoff gebunden sein. 
Sie diirfte auch nicht am Schwefel haften, da die zum Vergleich 
analysierte Adenylthiomethylpentose schon unter gelinderen Be- 
dingungen Jodmethyl abspaltet. 

Die Bruttoformel des Thiochroms, C,,H,,N,OS, unter- 
scheidet sich von derjenigen des Vitamins B,, fiir das 
die Formel C,,H,,N,OS zur Zeit am wahrscheinlichsten 


4 
ist’), nur durch den Mindergehalt von 2 H-Atomen und 


1) A. Windaus, R. Tschesche u. H. Ruhkopf, Nachr. Ges. Wiss. 
Gottingen, Math.-physik. Kl. 1932, 342; A. Windaus, R. Tschesche u. 
R. Grewe, Diese Z. 228, 27 (1934); O. Wintersteiner, R. Williams u. 
A. E. Ruehle, J. amer. chem. Soe. 57, 517 (1935). 
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(5 my . ” ‘ 

eal man kann kaum an einer iuferst nahen chemischen Verwandt- 

eee schaft zweifeln. Peters') hat vor kurzem mitgeteilt, daB man 

hob n ‘ ie ; Re ° 

i durch Oxydation von Vitamin B, — wie, wurde noch nicht an- 

a vegeben — blau fluorescierende Lésungen erhalten kann, in denen 
ied sehr gut der von uns isolierte gelbe schwefelhaltige Farbstoff vor- 

Stas handen sein kénnte. 


Dbstot Das Thiochrom ist in der Hefe héchstens in Spuren als 
solehes vorhanden. Es bildet sich im Laufe der Aufarbeitung 
anscheinend aus einem farblosen, nicht fluorescierenden ,,Chro- 
uogen*. Nach dem Vergleich der Bruttoformeln darf es als 
wahrscheinlich gelten, daB das Chromogen des Thiochroms mit 
dem Vitamin B, identisch ist. Umgekehrt kiénnte in den Zellen 
auch Vitamin B, durch Hydrierung des von uns isolierten Farb- 
stoffs gebildet werden. Die Frage nach der Identitiit von Leuko- 
thiochrom mit Vitamin B,, denen dieselbe Formel (C,,H,,.N,OS) 
zukommen sollte, ist augenblicklich noch nicht geklirt. 


shrom 


Einen Einwand gegen die Vorstellung, daB der blau fluores- 
cierende Farbstoff ein Dehydro-Vitamin B, ist, bot die durch Jod- 
wasserstoffsiure abspaltbare Alkylgruppe des Thiochroms; denn 
eine solche war im Vitamin B, nicht bekannt. Wir haben nun 
an einer Probe von Vitamin B,-pikrolonat, die wir dem Werk 
Klberfeld der I. G.-Farbenindustrie A.-G. fiir unsere B,-Tierver- 

scelz FF suche verdanken, festgestellt, daB unter den Bedingungen der 
'Methylimidbestimmung wie beim Thiochrom ebenfalls 1 Mol Jod- 

efel- methyl (Alkyljodid) durch Jodwasserstoffsiure abgespalten wird ’). 
urch Fiihrt man die Methylimidbestimmung gravimetrisch nach 
Alky!: K. Pregl-S. Edlbacher-A. Friedrich aus, so treten mitunter 
oc auch bei Anwendung von 10°/,iger Cadmiumsulfatlésung Schwierig- 
wor. keiten auf. Die richtigen Werte werden nach F. Viebéck und 
gleich Fe, Brecher?) bzw. nach K. H. Slotta und G. Haberland*) er- 
a Be- halten. 
nter- 1) R. A. Peters, Nature (Lond.) 135, 107 (1935). y 
r das *) Die Méglichkeit, da®B Verbindungen, die weder an O, S und N 
isten & \lkyl tragen, positive Methylimidwerte geben, soll an Thiazolen gepriift 
verden, da diese durch Natrium und Alkohol zu N-Alkylaminen reduzier- 
var sind. 

Zusatz bei der Korrektur: Thiazol-pikrat, das uns Herr Prof. 
.. Windaus in liebenswiirdiger Weise sandte, gibt bei der Methylimid- 
vestimmung positive Werte, die einer CH,-Gruppe entsprechen! 


*) Ber. chem. Ges. 63, 3207 (1930). 
*) Ber. chem. Ges. 65, 127 (1931/32). 
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Analysen. 

1. Thiochrom, 3mal aus CHCl, umkrystallisiert, getrocknet 6 Stund:n 
iiber Phosphorpentoxyd bei 100°, 15 mm”). 

3,152 mg Subst.: 6,30mg CO,, 1,57 mg H,O. — 1,383 mg Subs. 
0,263 cem N, (24%, 754 mm). —- 3,055 mg Subst.: 2,72 mg BaSO, nach der 
Perlenrohrmethode von F. Pregl; die Fillung wurde mit Ba(NO,), vor- 
genommen; im Filtrat waren mit AgNO, Spuren von Cl-Ion nachzuweisen 
(Chlorhydrat der Base, das sich beim Umkrystallisieren aus CHCl, gebildet 
hatte), die den C-Wert driicken. — 3,144 mg Subst. (Methoxylbestimmung): 
0,0°/, CH,.— 3,144 mg Subst. (Methylimidbestimmung nach Viebéck-Slotta 
Haberland): 3,72 cem n/50-Natriumthiosulfat (f = 0,975). — 0,242 mg Subst. 
in 3,189 mg Campher): 4 = 10,8° (unter merklicher Zersetzung). 

C,,H,,N,SO 
Ber. C 54,94 H5,388 WN 21,37 S 
Gef. ,, 54,51 ,, 5,57 —,, 21,68 

2. Vitamin B,.2Pikrolonsiure. 5,998 mg Subst. (Methoxylbest.): 
0,88 cem n/50-Na,S8,0, (aur Wasser in der Waschvorrichtung). — 17,323 mg 
Subst. (Methylimidbest.): 3,45 cem n/50-Na,8,0, (f = 0,975). — 6,214 mg 
Subst. (Methylimidbest.): 2,50 cem n/50-Na,S,0,! (f = 0,975), nach Slotta- 
Haberland. 

C,.H,,N,SO.2 Pikrolonsiiure (3 - 264,1). 
Ber. CH, 1,89 Gef. CH, 2,30, 2,02. 


1 CH, 5,72 Mol.-Gew. 262.1 
79 5,92 s* 281. 


3. Adenylthiomethylpentose + Pikrinsiure. 6,645 mg Subst. 
(Methoxylbest.): 3,70 cem n/50-Na,S,O0O, (f = 0,975). — 5,767 mg Subst. 
(Methoxylbest.): 2,97 cem n/50-Na,S,O, (f = 0,975) nach Slotta-Haber 
land). 

C,,H,,N;SO3,, C,H,N,0, (526,1). 
Ber. CH, 2,85 Gef. CH, 2,72, 2,51. 


4. Vitamin B,.2HCl. 3,249 mg Subst. (Methylimidbest.): 2,62 cc 
n/50-Na,S,O, (f = 0,975). 
C,,H,,N,SO.2 HCl Ber. CH, 4,45 Gef. CH, 4,03. 


Der I. G.-Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, sprechen 
wir fiir vielfiltige Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit unseren besten 
Dank aus. 

Der Justus-Liebig-Gesellschaft danken wir aufrichtig fiir ein, 
Herrn H. Vetter gewiihrtes Stipendium. 


'!) Die Isolierung beruht aur der chromatographischen Reinigung an 
sauren Silikaten (Fullererde, Frankonit, Granosil, Floridin) und der Fillung 
mit Silbernitrat. 
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Herrn Prof. Dr. Anton Ghon, Prag, 
zum 70. Geburtstage gewidmet. 


Blutarginin und Wachstumsvorginge. 
Von 
M. Reiss, L. Sehwarz und F, Fleischmann. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie 
der Deutschen Universitit in Prag). 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1935.) 


I, 


Wahrend wir uns in unseren bisherigen Untersuchungen !) 
vor allem mit den Energiequellen verschiedener Wachstumsvor- 
vinge und ihrer wechselseitigen Beziehung beschiftigten, legten 
wir uns immer wieder die Frage vor, wie die reinen, stofflichen 
Veriinderungen, mit denen das Wachstum einhergeht, vor allem 
der EKiweiBansatz, zu erfassen wiiren. Von Versuchen ausgehend, 
die sich mit dem Verhalten der Aminosiiuren iiberhaupt im Tier- 
kérper wihrend verschiedener Wachstumsvorgiinge und beim Ei- 
welBansatz beschiftigten, gelangten wir zur Untersuchung des 
Arginins und seines Stoffwechsels. 

In den letzten Jahren wurde das Verhalten der Arginase im Tumor 
vielfach untersucht. So wies Edlbacher?) als erster darauf hin, dab 
Tumorgewebe in erhéhtem MaBe Arginin spaltet; aber nicht nur Tumor- 
vewebe, auch andere wachsende Gewebe wie Embryonalgewebe, Granu- 
lationsgewebe’), Placenta oder Gewebe, in denen sich Wachstumsvorginge 
dauernd abspielen, wie die Keimdriisen*), haben eine erhéhte Arginase- 
vitigkeit. Weiter haben auch Klein und Ziese‘) festgestellt, daB in der 
Muskulatur von Tumortieren im Gegensatz zu der yon gesunden Tieren 
Arginase auftritt. Auch nach Injektion von Tumorzellen oder Extrakten 
wurde bei gesunden Tieren eine voriibergehend gesteigerte Arginasewirkung 
1 der Muskulatur gefunden‘). Aus diesen Befunden kann man schlieBen, 


daB dem Arginin eine gewisse Bedeutung bei Wachstum und Entwicklung 


verschiedener im Wachstumszustand befindlicher Gewebsformationen zu- 
ommt. In Ubereinstimmung hiermit steht auch, daB Arginin das Wachs- 
um transplantierter Miusetumoren beschleunigt, wiihrend andere, in 
leicher Richtung untersuchte Aminosiiuren diesen Effekt nicht zeigten’). 

Obgleich nun die Arginase und das Arginin in den letzten 
‘ahren immer mehr an Bedeutung gewonnen haben, liegen noch 
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keine wesentlich systematischen Untersuchungen iiber das Ver- 
halten des Blutarginins selbst vor und gerade solche Unter- 
suchungen erschienen uns sehr notwendig. Erméglicht werden 
derartige Untersuchungen heute durch das Vorliegen einer exakten 
Bestimmungsmethode fiir das Blutarginin. 


I. 

Methodik. — Zur Bestimmung des Arginins bedienten wir uns der 
Farbreaktion nach Sakaguchi, die sich fiir quantitative Bestimmungen 
besonders bei Einhaltung der von Klein und Ziese‘) gegebenen Richt- 
‘inien sehr gut eignet. Wir bestimmten vorwiegend das freie Arginin. Zu 
diesem Gwecke enteiweiBten wir das Blut mit Trichloressigsiiure (1 cem 
Blut wurde mit 8 ccm destilliertem Wasser verdiinnt und 1 cem 20°/,ige 
Trichloressigsiure“ wurde zugesetzt). Im klaren Blutfiltrat wurde dann 
nach Zugabe von Lauge «-Naphthol, Bromlauge und Harnstoff in der von 
Klein und Ziese‘) bei der Verarbeitung von Geweben verwendeten Art 
das Arginin bestimmt. Es wurde immer gegen eine 0,01°/,ige Argininnitrat- 
ljsung colorimetriert. Vergleichsbestimmungen mit eingewogenen Arginin- 
lisungen ergaben immer in einem Bereich von -+-4°/, die der Einwage 
entsprechenden Werte. — Das Blut wurde bei Kaninchen immer durch 
Herzpunktion, bei der Ratte durch Auffangen des nach Képfen abflieBenden 
Blutes gewonnen, seine Gerinnung stets durch Oxalatzusatz verhindert, 
-o daB alle Bestimmungen im Gesamtblut durchgefiihrt wurden. — Die 
Kaninchen, deren Blut auf den Gehalt an freiem Arginin untersucht wurde, 
waren immer etwa 12 Stunden vor der Blutentnahme niichtern. Simtliche 
intersuchten Tiere, sowohl die unbehandelten Normaltiere als auch die 
behandelten, wurden wiihrend der ganzen Zeit unter gleichen Futter- 
vedingungen gehalten. 


III. 

Der Normalwert fiir den freien Blutarginingehalt des Kanin- 
chens unterliegt, an verschiedenen Tagen beim gleichen ‘Tier 
untersucht, nur relativ geringfiigigen Schwankungen (+ 10°/,) und 
hetrigt 5—7T mg-°/,. 

Bei schwangeren Tieren ist dies wesentlich anders. Der 
blutarginingehalt ist hier auf die Hilfte und iiber die Hilfte des 
heim normalen Tier gefundenen Wertes vermindert (Beispiele vgl. 
lab. I, Tier Nr. 6 und 20). Zwei Tage nach der Geburt finden 
‘ir wieder einen normal hohen Argininwert (Tab. 1, Tier Nr. 6). 

Ein iihnliches Verhalten zeigen Tiere, die mit Brown-Pearce- 
Varcinom geimpft sind. Das freie Blutarginin ist bei ihnen 
umer stark vermindert (Beispiele vgl. Tab. I, Tiere Nr. 1, 7, 25, 
’s). Verfolgt man den Blutarginingehalt vom Beginn der Impfung 
nm, so kann man gleichfalls beobachten, wie er etwa vom 
0. Tag nach der Impfung rapid zu sinken beginnt (Beispiel Tab. I, 
‘ier Nr. 1). 
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Ebenso deutlich, wenn auch nicht in so hohem Mabe wie 
bei carcinomgeimpften Kaninchen, sahen wir das Blutarginin au} 
bei Jensensarkom tragenden Ratten vermindert (Tab. II). 


Tabelle IL. 





Unbehandelte Kontroll- Mit Jensensarkom 


tiere geimpfte Tiere Bemerkungen 
Tiergewicht | _Freies Tiergewicht Freies engl 
in g und _ Blutarginin] in g und _ Blutarginin den Tumor 
Geschlecht | in mg-°/, | Geschlecht in mg-°/, 
7d 3 5,1 90 ¢ 3.0 Tumor walnuBgroB, 
teilweise nekrotisch 
70 3 5,4 80 3 3,8 Tumor pflaumengro}, 
| etwas nekrotisch 
70 ¢ 5,0 60 ¢ 4,4 Tumor kirschkerngro! 
155 ¢ 5,2 90 ¢t 5,0 Tumor nicht ange- 
gangen 
100 § 4,9 90 3 4,9 Tumor nicht ange- 
| gangen 
150 3 5,5 115 ¢ 3,9 Tumor pflaumengroli, 
teilweise nekrotisch 
100 3 4,3 Tumor vor 10 Tgn. ge 
impft, kirschkerngro! 
250 ¢ 3,6 Tumor walnubgrob 








Wir hatten nun gesehen, wie sowohl beim Vorliegen eines 
geordneten Organwachstums wiihrend der Schwangerschaft als 
auch beim Vorliegen des ungeordneten Wachstums des Kaninchen- 
carcinoms der Blutarginingehalt vermindert ist. Es war uns 
deshalb interessant, zu untersuchen, wie sich der Blutarginingehalt 
beim experimentell induzierten Wachstum eines bestimmten Organ- 
systems verindert. Wir applizierten also aus dem Schwangereu- 
harn hergestellten gonadotropen, iihnlich wie das Hypophysen- 
vorderlappensexualhormon (H.V.S.H.) wirkenden Wirkstoff und 
erzeugten dadurch ein Wachstum des Kaninchenovars und des 
Uterus. Wir verwendeten hierzu ein weitgehend gereinigtes Hor- 
monpriiparat, das etwa 100 M.E. in 1 mg enthielt, und verab- 
reichten es virginellen Kaninchen. Wie aus Tab. III ersichtlich, 
war der freie Arginingehalt des Blutes bereits 6 Stunden nacii 
der ersten Injektion deutlich vermindert, um bei weiterer Be- 
handlung der Tiere mit dem Hormon allmahlich weiter abzu- 
sinken. Nach Ovarektomie der Tiere, nach Ausschaltung des 
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wachsenden Organs also, und Stillegung des weiteren Uterus- 
wachstums begann der Blutarginingehalt wieder zu steigen und 
hatte 2 Tage nach der Operation bereits wieder fast’ den Normal- 
wert erreicht. 6 Tage nach der Kastration wurde, wie gleichfalls 
aus Tab. III ersichtlich, allen Tieren nochmals der gonadotrope 
Wirkstoff verabreicht. In keinem Falle sank aber hier das 
Arginin wie bei den Tieren, als sie noch nicht kastriert waren. 
Daraus ergibt sich, daB die Senkung des Blutarginins nach Zu- 
fuhr des gonadotropen Wirkstoffes tatsiichlich nur die Folge der 
am Genitalsystem ausgeliésten gesteigerten Wachstumsvorginge 
darstellt. 

In der eben erwahnten Versuchsserie wurde auch in den 
durch Ovarektomie gewonnenen Ovarien der freie Arginingehalt 
bestimmt. Wie aus Tab. [II ersichtlich, ist er in den Ovarien 
siimtlicher mit gonadotropem Wirkstoff behandelter Tiere gegen- 
iiber den Ovarien der unbehandelten Tiere deutlich vermindert. 


IV. 

Wir sehen also, daBb das freie Blutarginin bei Wachstums- 
vorgingen ganz verschiedener Art absinkt. Es wird bei Wachs- 
tumsvorgingen Arginin verbraucht und dieser Vorgang findet 
seinen Ausdruck in einer Verminderung des freien Blutarginins. 
Ks hegt nahe, in der Hohe des freien Blutargininspiegels ein 
Kriterium fiir das Bestehen von Wachstumsvorgingen 1m Korper 
zu erblicken. Weitere Untersuchungen miissen noch lehren, in- 
wieweit dieses Phinomen spezifisch und nur auf. Wachstums- 
vorginge beschrinkt erscheint. 

Das Zustandekommen der Blutargininsenkung diirfte wohl 
zwanglos mit der bereits oben erwahnten gesteigerten Arginase- 
tiitigkeit oder mit dem EiweiBansatz selbst im Tumor und anderen 
wachsenden Organen in Zusammenhang gebracht werden kénnen. 
raglich ist hierbei nur, ob diese gesteigerte Arginasetiitigkeit 
auf eine Vermehrung des Fermentes selbst oder auf eine Steige- 
rung seiner Aktivititsbedingungen zuriickzufiihren ist. Versuche 
yur Entscheidung dieser Frage fiihren wir gegenwirtig durch; 
on ihren Ergebnissen sei vorliufig vorangeschickt, da8 man durch 
‘utravenése Verabreichung von als Arginaseaktivatoren in Betracht 
kommenden Substanzen wie Cystein, Glutathion, ferner Ferro- 
hlorid u. a. experimentell eine Senkung des Blutarginins aus- 
dsen kann. 
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Tabell h 
Zeit in Stunden sei! dey 
Versuchsbeginn 6"), 24 32 
Tier Nr. m1 ities la be aj & s| & 
& sf | 5 5 5 = ‘ai; &§ 
aD a "Sp = "ED = SD = 
=] SL 3 a =| = | a 
a) © an © aA L = | © 
| ae |* 60 = a aj 
Kaninchen I 1150 g | 6,7 -- 6,7 6,7 — 6,7 | 
300 M.E. 200 M.E. 200 M.E. 100 ME. 
I] 1350 g | 7,3. H.V.S.H.| 4,4 H.V.S.H. 4,5 H.V.S.H. 3,9 | H.V.SH 
subcutan subcutan subcutan subcutay 
300 M.E. 200 M.E. 200 M.E. 150 ME. 
If 1300g [5,2 H.V.S.H. 4,1 H.V.S.H. 4,1 H.V.S.H. 4,1 | H.V.SH, 
subeutan subeutan subeutan subcutay 
ea.50M.E. 
IV 1400 g | 5,0 — 1,2 — | 5,2) H.V.S.H. 3,9 
subcutan 
300 M.E. 200 M.E. 200 M.E. 
V 1380g | 4,6 H.V.S.H. 3,9 H.V.S.H. 3,8 H.S.V.H. 3,9 | 
subeutan subeutan subcutan 
VI 1450 ¢g 
V. 
Zusammenfassung. 











Bei schwangeren Kaninchen ist der freie Arginingehalt des 
Blutes etwa vom 15, Tage der Schwangerschaft an immer vermindert 
und steigt nach Beendigung der Schwangerschaft wieder an. 

Bei mit Brown-Pearce-Carcinom geimpften Kaninchen ist der 
Gehalt des Blutes an freiem Arginin, sobald der Tumor eine 


gewisse GréBe erreicht hat, vermindert. 


von Ratten der Fall, an denen ein Jensensarkom wichst. 

Nach Zufuhr von Sexualreifehormon des Schwangerenharns 
wird beim virginellen Kaninchen bereits nach mehreren Stunden 
der Gehalt des Blutes an freiem Arginin vermindert. 
Effekt bleibt nach Ovarektomie aus. 





Dies ist auch im Blut 
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a) der Ovarien 
6,7 | 27,6 | 17,7 140 
6,1] 14,2 16,9 264 
5,2] 12,7 | 17,3) 262 
4,9] 29,3 17,9 156 
4,9] 18,7 | 16,7 187 
| 
4,6] 39,9 ~~ 127 
Literatur. 


Untersuchung des Blut- 
arginins der bereits vor 
10 Tgn. kastrierten Tiere 
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300 M.E. | 
6,9 | H.V.S.H.| 6,8 
subcutan 
300 M.E. 
4,9 H.V.S.H.| 4.9 
subcutan 
300 MLE. | 
46 | H.V.S.H.| 4,6 
subcutan | 
300 M.E. | 
3,9 | H.V.S.H.| 4,1 
subeutan | 
| 
300 M.E. | 
4,6 H.V.S.H.| 4,6 
subeutan | 
300 M.E. 
D,2 H.V.S.H. 6,1 
subeutan 
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Synthese des Astérubins. 
Von 
D. Ackermann. 


Mit 2 Figuren auf Tafel I. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wiirzburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1935.) 


Das vor kurzem in zwei Seesternarten beobachtete Asterubin’). 
dessen Konstitution HN:C .(NHCH,CH,SO,H)- N(CH,), gekliirt 
wurde, liBt sich synthetisch aus T'aurin und Dimethylcyanamid 
gewinnen. Man muB allerdings im EinschluBrohr bei 120° er- 
hitzen, da die Anlagerung weder bei Zimmertemperatur noch aut 
dem Wasserbade vor sich geht. Auch Dittrich?) bediente sich 
bereits vorwiegend des Erhitzens unter Druck, als er das sogenannte 
Taurocyamin aus T'aurin und Cyanamid darstellte, das sich vom 
Asterubin nur durch das Fehlen der beiden Methylgruppen unter- 
scheidet. Im Falle des Asterubins ist die Ausbeute allerdings 
eine spiirliche und diese Synthese hat ihren Wert wesentlich als 
letzter Beweis fiir die Richtigkeit der ermittelten Konstitutions- 
formel. Méglich, daB eine symmetrische Orientierung der Methyle 
an den beiden N-Atomen des Dimethyleyanamids die Anlagerung 
an T'aurin erschwert. Geht man mit der Temperatur zu hoch. 
wird das Reaktionsgemisch alkalisch und es tritt analog der 
Barytspaltung des Asterubins Dimethylamin und Carbaminyltaurin 
auf. Methylierung des Taurocyamins mit Dimethylsulfat, auch 
unter Druck fiihrte nicht zum Ziele. Kin anderer Weg zur Syn- 
these: Cysteamin~—Guanylcysteamin—Dimethylguanylcysteamin und 
unter Oxydation der SH-Gruppe zu SO,H: Asterubin, soll noch 
in Angriff genommen werden. 


Ausiiihrung. 

6 g Taurin, 40 eem Wasser, 3 g Dimethylevanamid [aus Bromeyan und 
Dimethylamin%)| werden 5 Stunden bei 120° in zwei EinschluBrohren erhitzt. 
Die abgekiihlte Fliissigkeit hat unveriindertes Taurin wieder ausgeschieden, 
von dem abfiltriert wird. Aus dem Filtrate erhiilt man durch Einengen 


und Abtrennen noch weitere vier Fraktionen, die im wesentlichen aus Taurin 
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pestehen, das in einer Gesamtausbeute von 3,8 g zuriickgewonnen wurde. 
Erst die am leichtesten lésliche sechste Fraktion war Asterubin, das nach 
ziemlich verlustreichem Umkrystallisieren 0,239 g wog und schlieBlich rein war. 


4,796 mg Subst.: 5,365 mg CQ,, 2,850 mg H,O. — 5,320 mg Subst.: 
0.998 eem N, (16°, 751mm). — 11,317 mg Subst.: 13,370 mg BaSO,. — 
2881 mg Subst.: 6,910 mg AgJ. 

C,H,303N38 
Ber. C 30,74  H6,71 N 21,53 S 16,42 2(N-) CH, 15,39 
(ef. ,, 30,51 55 6,65 5» 21,83 »» 16,22 » 15,35. 


Das synthetische Produkt schmilzt unter Zers. bei 272—278° wie 
sterubin. Der Mischschmelzpunkt zeigt keine Depression. Mit beiden 
‘riiparaten erhiilt man das gleiche charakteristische Krystallbild dichter 


Rrcles von Drusen, wenn man eine konzentrierte Lésung auf dem Objekt- 
triiger verdunsten lift. Bei langsamerem Auskrystallisieren kénnen auch 
makroskopische Prismen entstehen. (Vgl. Fig. 2 auf Tafel 1.) WiiBrige 
Lisungen reinen Asterubins reagieren neutral. 

Auffallend ist der negative Ausfall der Sakaguchiprobe beim 
Asterubin, obwohl eine NH-Gruppe bei der Seitenkette steht. Es 
miissen offenbar die beiden Methylgruppen hinderlich sein, denn 
bei Fehlen derselben im Falle des Taurocyamins erhilt man einen 
intensiven Ausfall der Probe. Ein gewisses Analogen bietet in 
dieser Beziehung das Verhalten des Tetramethylargininesters von 
Dirr und Lang‘). Auch hier ist der Ausfall der Probe nur ein 
schwacher, vermutlich weil die urspriinglich freie Aminogruppe 
des Guanidinkernes hier wahrscheinlich gleichfalls durch zwei 
Methylgruppen besetzt ist. 

Ebenso wie beim Taurin, ist beim Asterubin die Ninhydrin- 
reaktion negativ, vorausgesetzt, daB man bei einem Priparat 
iologischer Herkunft jede Spur einer anhaftenden Amiunosiure 
(slykokoll) beseitigt hat. Mit Kupfercarbonat in heiber Lésung 
ist, gleichfalls nach Art des Taurins, eine Bliuung nicht zu be- 
obachten, so daB also ein Kupfersalz nicht gebildet wird. Weiterhin 
sind alle Versuche, Salze des Asterubins mit Alkaloidfillungsmitteln 
zu erhalten, ohne Erfolg geblieben. Zur Zeit kann daher die 
Neinigung und Isolierung der vollends in Wasser leicht léslichen 
Substanz nur durch Umkrystallisieren des unveriinderten Asterubins 
erfolgen. 

Das Formelbild des Asterubins abt nun die folgenden bio- 
‘ogischen Betrachtungen zu: Wihrend man sich bisher die Ent- 
stehung der bekannten biologischen Guanidinverbindungen Guanidin, 
Mono- und Dimethylguanidin, Kreatin(-in), Agmatin und auch 
(“ralegin am einfachsten aus Arginin entstanden dachte, das nur 
ine entsprechende Verkiirzung und Modifikation der Seitenkette 
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zu erfahren brauchte, lieB diese Erklirung im Stich, als yor 
4 Jahren zum erstenmal ein biologisches Diguanidid, das sogenannte 
Arcain®) HN: C-(NH,)NH(CH,),NH -(NH,)-C:NH in der Muschel- 
art Arca Noae zur Beobachtung kam. Zwar sprachen Zery is 
und Bergmann’) gleich darauf die Bisguanidovaleriansiiure is 
Muttersubstanz des Arcains an, weil nur eine Decarboxylierung 
zu erfolgen brauchte und die Autoren andrerseits unter geeigneten 
Bedingungen eine Disproportionierung des Arginins zu Ornithin 
und Bisguanidovaleriansiure erreichen konnten. Solange aber dic 
hier theoretisch vorausgesetzte Diguanidosiure nicht in der belebten 
Natur beobachtet ist, muB man noch andere Entstehungsmdglichi- 
keiten erértern. Eine solche ist die des Neuauftretens des 
Guanidinrestes an biologischen Molekiilen, ein Vorgang, der als 
Guanylierung bezeichnet werden soll*). 

Im Falle des Arcains wiirde die Guanylierung am Agmatin 
bzw. Putrescin vor sich gehen. 

Ahnlich liegen die Verhiiltnisse nun, wenn man die Ent- 
stehung des Asterubins im Stoffwechsel zu erkliren sucht. Eine 
schwefelhaltige Guanidinverbindung ist bisher in der belebten Natur 
noch nicht beobachtet, so da keine andere Annahme iibrigbleibt, 
als Guanylierung eines Restes, der in diesem Falle Taurin sein 
mu. Es ist dies um so wahrscheinlicher, als in einem Falle 
Asterias rubens L.) neben Asterubin noch unverindertes Taurin 
festgestellt werden konnte. 

Auch weitere Fille, in denen ein biologisches Guanidinderivat 
vorliegt, erfahren eine andere Beleuchtung. So ist man, nachdem 
alle Versuche, das Kreatin(-in) als biologisches Abbauprodukt des 
Arginins zu erweisen, fehlgeschlagen waren, doch dazu iibergegangen, 
eine Synthese seines Guanidinkernes anzunehmen, und neuerdings 
stellen sich Brand, Harris und Mitarbeiter’) auf Grund ihrer Ver- 
suche an Muskeldystrophikern vor, dab im normalen Muskel Kreatin 
aus Glykokoll gebildet werde**). Das setzt neben- oder nacheinander 
Guanylierung und Methylierung des Glykokolls voraus, die beiden 
gleichen Prozesse, die auch vom T'aurin zum Asterubin fihren. 


*) Vgl. V. Meyer u. P. Jacobson, Lehrb. d. organ. Chemie, Bd. |, 
Teil 2, S. 1411 (1923): ,,Die Bezeichnung ,Guanyl‘ wird in der Literatur niclit 
selten fiir das Radikal H,N+C(: NH) — : Imino-amino-methyl — benutzt, 


das im Guanidinmolekiil mit NH, verbunden ist.“ 
**) C.J. Weber, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 32, 172 (1935) berichten 


von einem Ubergang des Glykokolls in Guanidoessigsiiure beim Muskel- 
dystrophiker, was K. Thomas einer mir gemachten Mitteilung nach _ be- 
stitigt fand. 
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Sollte sich ferner der aus den Untersuchungen von Krebs 
und Henseleit ®) titber Harnstoffbildung im Tierkérper ersichtliche 
Ubergang des Ornithins iiber Citrullin in Arginin bestiitigen, so 
wire hier ein besonders wichtiges Beispiel der Guanylierung im 
Wirbeltierkérper gegeben. 

Nach alledem wird man neben der schon so oft beobachteten 
Methylierung jetzt auch dem Vorgang der Guanylierung kleiner 
Molekiile einen gewissen Spielraum beizumessen haben und es ist 
damit zu rechnen, daB bei Fortsetzung der Untersuchungen auf 
dem Gebiete der N-haltigen Stoffwechselprodukte sich noch mehr 
Beispiele fiir eine Guanylierung zeigen werden. 

Uber den biologischen Sinn der Guanylierung wird man ebenso 
wie tiber den der Methylierung nur Vermutungen ‘iuBern kénnen. 
Schon, weil Guanidin, Mono- und Dimethylguanidin, Kreatin(-in), 
Agmatin, Galegin, Arcain und Asterubin ein asymmetrisches C-Atom 
vermissen lassen, sind sie bis zu einem gewissen Grade als Ab- 
baustoffe gekennzeichnet. Die Hiufung des Stickstoffes auf das 
Molekiil durch die Guanylierung li8t auBerdem daran denken, 
daB hier méglichst viel Stickstoff in kleinem Molekiil untergebracht 
nach auBen abgegeben werden soll, etwa wie bei Harnstoff und 
Harnsiure. 


Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Notgemein- 
schaft der deutschen Wissenschaft durchgefiihrt. 
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Fortgesetzte Untersuchungen iiber Heparin. 
Die Inaktivierung des Heparins im Blut. 


Von 
Adolf Schmitz und Luise Kiihl. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus der chemischen Abteilung des Krankenhauses Moabit, Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mai 1935.) 


Neutrale Lésungen von Heparin sind kochbestindig. Saure und alka- 
lische Lésungen werden durch Kochen rasch inaktiviert. Halbstiindiges Erhitzen 
in n/10-Salzsiiure geniigt, um die Wirkung des Heparins auf die Blutgerin- 
nung vollig zu vernichten’). Seine wachstamshemmende Wirkung, die sich 
bei der Gewebskultur zeigt, ist in der gleichen Zeit zerstért (mach unver- 
éffentlichten Befunden von Herrn Dr. J. Bofill-Deulofeu, Barcelona). 
Welche chemische Veriinderung des Heparins durch Erhitzen in Sédure 
oder Lauge bis zum vdélligen Abklingen der Wirkung eintritt, ist noch nicht 
geklirt. MeBbare Hydrolyse, die durch Auftreten reduzierender Gruppen 
in Erscheinung tritt, 1aBt sich erst lingere Zeit nach Verlust der Wirksam- 
keit feststellen. 

Scott und Charles’) fanden, da8 Heparin durch salpetrige Siure 
zerstért wird. Da das von ihnen erhaltene Heparin Stickstoff enthielt, 
schlieBen sie daraus, daB dieser Stickstoff als Aminostickstoff vorliegt und 
fiir die Wirkung des Heparins wesentlich ist. Demgegeniiber war das von 
Schmitz und Fischer’) erhaltene Heparin stickstoff frei. 

Fischer und Schmitz‘) fanden, da8B Schwermetallionen die Blut- 
gerinnung von Hiihnerplasma dann beschleunigen, wenn sie durch Heparin 
verzégert ist. Sie schlieBen daraus, da8 Schwermetallionen, vor allem Silber- 
ionen, unter Bildung schwerléslicher Salze des Heparins dessen gerinnungs- 
verzogernde Wirkung riickgiingig machen. 

Seit lingerer Zeit sind wir mit der Aufgabe beschiftigt, den 
Heparingehalt des Blutes zu studieren. Wir machten hierbei die 
Feststellung, daB Heparin durch Blutserum sowie durch die Ki- 
weiBfraktionen des Serums inaktiviert wird. In Serum geldéstes 
Heparin ist nach 3stiindigem Krwirmen auf 56° nahezu 
wirkungslos. In Pufferlésung von gleichem p,, erhitztes Heparin 
erleidet keinen Verlust an Wirksamkeit. Selbst ohne Erwiirmen 
wird dem Serum zugesetztes Heparin rasch inaktiv. Innerhalb 
18 Stunden klingt die Wirkung von in Serum geléstem 
Heparin bei Zimmertemperatur stark ab. Wir isolierten 
die Albumin- und Globulinfraktionen von Serum und setzten den 


gereinigten Proteinlésungen Heparin zu. Sowohl in Albumin- 
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wie in Globulinlésung verschwindet die Heparinwirkung 
bei Zimmertemperatur rasch. 

Diese Feststellungen stehen in Beziehung zu den Beobachtungen 
yon Howell und Holt) iiber die Bildung von Antithrombin 
durch Heparin. Sie fanden nimlich, da8 das kochbestindige 
Heparin, dem sie an sich die Rolle eines Antiprothrombins zu- 
erkennen, dem Serum oder Plasma zugesetzt, hitzelabiles Anti- 
thrombin erzeugt. Nun ist aber die Rolle des Heparins, ob 
Antiprothrombin oder Antithrombin, keineswegs geklirt. Nach 
neueren Untersuchungen von J. Mellanby®) ist die Wirkung des 
Heparins die eines Antithrombins bzw. einer Antithrombase. Denn 
Heparin vermag nicht nur die Wirkung von gereinigter Throm- 
base auf Oxalatplasma zu hemmen, ‘sondern verzégert auch die 
Gerinnung von gereinigten Fibrinogenlésungen durch Thrombase 
bei normalem Salzgehalt der Lésungen. Antithrombin ist aber 
hitzelabil. Unsere hier mitgeteilten Befunde bestatigen also die Arbeit 
von Howell und Holt insoweit, als Heparin, Serum zugesetzt, beim 
Erwirmen seine Aktivitit rasch verliert. Soll man diese Tatsache 
aber durch die geheimnisvolle Entstehung von Antithrombin aus 
einem Proantithrombin unter KinfluB von Heparin erkliren? 

Wir neigen dazu, mit Mellanby anzunehmen, dab Heparin 
als Antithrombin zu wirken vermag, zumal da wir selbst oft be- 
obachtet haben, da8 Heparin die Gerinnung von Oxalatplasma 
durch Thrombin hemmt. Die Unbestandigkeit des vermeintlichen 
Antithrombins ist nicht die EKigenschaft eines erst aus Heparin 
bzw. durch Heparin entstehenden neuen Stoffes, sondern beruht 
auf einer Reaktion der Serumbestandteile mit Heparin. Es bleiben 
zwei Méglichkeiten fiir die Erklarung der Inaktivierung des Heparins 
im Blut, nimlich entweder geschieht sie dadurch, dab Heparin 
an die KiweiBkérper des Serums gebunden und dadurch unwirksam 
wird, oder dadurch, daB sich aus Serum oder den KiweiBkérpern 
des Serums Zerfallsprodukte bilden, die imstande sind, nach der 
schon friiher von Fischer und Schmitz‘) angenommenen Weise 
das Heparin aus dem GerinnungsprozeB auszuschalten. 

Die rasche Inaktivierung des Heparins im Blutserum, sein 
vermehrtes Vorkommen in den Geweben im Gegensatz zum Serum 
(Scott und Charles), der Anstieg der Heparinausbeute nach 
autolytischem Zerfall der Gewebe (Scott und Charles), all das 
spricht fir die Vermutung Mellanby’s, da Heparin wahrschein- 
lich nicht identisch ist mit dem normalen Antithrombin des zirku- 
lierenden Blutes, sondern einen Schutzstoff des Gewebes darstellt, 

15* 
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der unmittelbar beim Ubertritt von gerinnungsférdernden Stoffen 
aus den zerfallenden Geweben deren Wirkung aufhebt, um die 
Entstehung von Thromben im zirkulierenden Blut zu verhiiten, 


Versuchsteil. 


Die Versuche werden an Hiihnerplasma ausgefiihrt, das sich durch 
Zufiigung von wiBrigem Hiihnermuskelextrakt auf eine gewiinschte Ge. 
rinnungszeit einstellen lift. Die Gerinnungszeit des Plasmas wird im Ge- 
rinnungsapparat von A. Fischer’) bei 38° bestimmt. Als Heparin wird 
Heparin ,,Kahlbaum“ benutzt, das 26 Heparineinheiten (vgl. nachfolgende 
Arbeit) in 1 mg enthilt. 

I. Frisches Serum enthilt Thrombin und vermag infolgedessen die 
Gerinnung von Hiihnerplasma zu beschleunigen. Durch mehrstiindiges 
Erwirmen des Serums auf 56° wird das hitzelabile Thrombin zerstért, das 
erwiirmte Serum ist gerinnungsinaktiv. Wir setzten sowohl zu aktivem wie 
inaktiviertem Serum Heparin und bestimmten die Wirkung des _ heparin- 
haltigen Serums auf die Gerinnung von Hiihnerplasma. Als Kontrolle 
wurden die gleichen Mengen von Heparin in einer Phosphatpufferlésung 
von py 8,4 dem Plasma zugesetzt. Die heparinhaltigen Lésungen sowie 
das aktive Serum wurden bei 56° erwirmt und vor der Erwirmung und 
nach 3 Stunden untersucht. 


Anordnung des Versuchs: 
a) 0,3 cem Plasma + 0,1 cem physiologische Kochsalzlésung, 


b) 0,3 ,, » +0,1 ,, aktives Serum, 

ce) 0,3 =,, »  +09,1 ,, . 1“ ( 5 mg-°/, Heparin enthaltend), 
d) 0,3, ” + 0,1 ,, ”? ” ( ” ” ” ), 
e) 0,3 ,, »  +0,1 ,, inaktives Serum, 

f) 0,3 ” ” + 0,1 , ” ” ( 4) % ” ” ), 
g) 0,3 ,, ” + 0,1 ,, ” ” Go » ” ” ), 
h) 0,3_,, »  +0,1 ,, Phosphatpuffer, 

i) 0,3 ” ” + 0,1 ” ” (5 ” ” 9 ), 
k) 03 ,, ” + 0,1 ,, ” (10s, ” ” ). 


Zu allen Réhrehen wird 0,03 ccm Muskelextrakt zugesetzt. Von allen 
Versuchen ist ein Mittelwert in der folgenden Tabelle angegeben. 


Tabelle L. 








Erwirmungszeit Gerinnungszeit in Minuten 


a taee 1s | ei wl tee 1 3 ft 


0 69° 440 
3 550 glo 








1115 | 17°° 0 11'5 | 90° 60° | 10'5 | 18°° 
gis | 10° go | 1940 | 12° 695 102° | 199° 














II. Wir haben die Inaktivierung des Heparins im Serum verfolgt bei 
gleichzeitiger Ausléschung seiner Wirkung durch Silberionen. Wir _ be- 
wahrten das heparinhaltige Serum 18 Stunden bei Zimmertemperatur auf. 
Wie im ersten Abschnitt werden zu 0,3 cem Hiihnerplasma 0,1 ccm Serum, 
das 5 mg-°/, Heparin enthialt, zugesetzt. Durch 0,03 cem Muskelextrakt wird 
die Mischung im Réhrchen bei 38° zur Gerinnung gebracht. Vor Zusatz 
des Muskelextrakts werden den bezeichneten Roéhrehen je 0,03 ecm n/100- 
Silbernitratlésung zugefiigt. 
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a) Kontrolle: Hithnerplasma ohne Serumzusatz. 
Gerinnungszeit mit Silberzusatz: 41° Min. 
- ohne os : 10? , 


b) Kontrolle: Hiihnerplasma + Serum ohne Heparinzusatz. 
Gerinnungszeit mit Silberzusatz: 4° Min, 
9 ohne és ar ss 


c) Hiihnerplasma + Serum mit 5 mg-°/, Heparin. Wenige Minuten 
nach Heparinzusatz. 
Gerinnungszeit mit Silberzusatz: 4% Min. 
“ ohne ‘ or « 


d) Wie c) nach 18 Stunden. 

Gerinnungszeit mit Silberzusatz: 41° Min. 
” ohne - 3 iP” « 

In a) ist die Silberbeschleunigung des Hiihnerplasmas ohne Zusatz 
angegeben. Sie erklirt sich vielleicht durch den méglichen Heparingehalt 
des Hiihnerplasmas. Die Zugabe des inaktiven Serums hat auf die Ge- 
rinnungszeiten fast keinen Einflu8 (b), enthilt also weder positive noch nega- 
tive Gerinnungsfaktoren. Der Einflu8 des dem Serum zugesetzten Heparins (c) 
ist nach 18 Stunden stark abgeklungen (d). 

III. Wir isolierten und reinigten in der iiblichen Weise die Albumin- 
und Globulinfraktion von Serum. Zu den 1°/,igen Proteinlésungen wurde 
Heparin zugesetzt und nun deren Wirkung auf Hiihnerplasma untersucht. 
Wie vorher wird das Hithnerplasma durch Zugabe von Muskelextrakt zur 
Gerinnung gebracht. 

Anordnung des Versuchs: 

a) 0,3 ecm Plasma + 0,1 ecm physiologische Kochsalzlésung, 























b) 08 , » +0,1 ,, Albuminlésung (ohne Heparin), 
do 03 . »  +090,1 ,, Globulinlésung (_,, we b 
qd) 0,8 ,, »  +0,1 ,, 10 mg-°/,ige Heparinlésung, 
e) 0,3 ,, »  +0,1 ,, Albuminlésung (10 mg-°/, Heparin enthaltend), 
f) 0,3 + 0,1 Globulinlésung ie - » ). 
Die Ergebnisse sind in Tab. II angegeben. 
Jabelle ii. 
Sateen ..- | Gerinnungszeit in Minuten 
vowicocecn Te a ea a a a ae 
0 gis go | 300 13% 13 | 10% 
18 310 g10 =| gto 13°° 69 | 550 
Zusammenfassung. 


Heparin, gerinnungsaktivem wie inaktiviertem Serum zu- 
gesetzt, ist nach 3stiindigem Erwirmen auf 56° nahezu vollstandig 
inaktiviert. 

Dem Serum zugesetztes Heparin biBt seine hemmende Wirkung 
auf die Gerinnung von Hihnerplasma schon nach 18stiindigem 
Stehen bei Zimmertemperatur zum gréften Teil ein. 
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Heparin, gereinigten Albumin- und Globulinlésungen zuge- 
setzt, hat nach 18stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur stark 
an Wirkung verloren. 


Dem Direktor der chemischen Abteilung am Krankenhaus Moabit in 
Berlin, Herrn Dr. Schumacher, méchten wir auch an dieser Stelle fiir 
seine liebenswiirdige Unterstiitzung unseren verbindlichsten Dank aus- 


sprechen. 
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Zur Bestimmung der Heparineinheit. 
Von 


Adolf Sehmitz. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Mai 1935.) 


D. A. Scott und A. F. Charles!) haben eine Methode zur 
Bestimmung der Heparineinheit angegeben. Sie definieren die 
Heparineinheit als diejenige kleinste Menge, die 1 ccm Katzen- 
blut 24 Stunden bei Aufbewahren in Kis vor dem Gerinnen schiitzt. 
Diese Methode birgt aber wesentliche Fehler in sich. Je nach 
den Mengen Prothrombin und Thrombokinase, die in dem ge- 
wonnenen Blut vorhanden sind, indert sich die GréBe der Heparin- 
wirkung, so daB Blut von verschiedenen Tieren mit der gleichen 
Heparinmenge verschiedene Werte ergibt. Es spielt hierbei auch, 
wie Scott und Charles angeben, die Menge des zur Narkose 
verwandten Mittels und die Dauer der Betiiubung der Katze bei 
der Blutentnahme eine nicht unwesentliche Rolle. Ferner zeigt 
ein und dasselbe Blut bei solch langen Gerinnungszeiten Ab- 
weichungen, die oft das 2—3fache iibersteigen. 

Von A. Fischer und A. Schmitz?) war eine Bestimmungs- 
methode des Heparins ausgearbeitet worden, bei der die Heparin- 
wirkung an Hiihnerplasma bestimmt wird. MHihnerblut hat den 
Vorzug, leicht Thrombokinase-frei, damit schwer- oder gar un- 
gerinnbar gewonnen werden zu kénnen. In der von A. Fischer’) 
sinnvoll konstruierten Apparatur 1i8t sich das Hihnerplasma durch 








zuge- 
- stark 


abit in 
lle fiir 
k aus- 


. zur 

die 
'Zen- 
iitzt. 
nach 

ge- 
\rin- 
s*hen 
uch, 
cose 
bei 
elgt 


Ab- 


gs- 
rin- 
Jen 
un- 
ir) 
rch 
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Zugabe von Hiithnermuskelextrakt exakt auf eine gewiinschte Ge- 
rinnungszeit einstellen. An einem eingestellten Hiihnerplasma 
wird die Heparinwirkung bestimmt. | 

In das Gerinnungsréhrchen werden 5 Tropfen Hiihnerplasma 
gegeben, dann ein Tropfen der zu untersuchenden Heparinlésung, 
schlieBlich ein Tropfen wif8rigen Hiihnermuskelextrakts. Fischer 
und Schmitz hatten gefunden, daB die Heparinkonzentration dem 
Logarithmus der Gerinnungszeit proportional ist. Die Gerinnungs- 
zeiten miissen deshalb als Logarithmen angegeben werden. Ferner 
miissen die Bestimmungszeiten bei 38° zwischen 2—20 Minuten 
gehalten werden, da nur in diesem Zeitraum konstante und mit 
der Heparinkonzentration gradlinig verlaufende Werte erhalten 
werden. Fischer und Schmitz’) hatten friiher auf dieser Basis 
einen ,,erinnungswert“ des Heparins berechnet. 

Es hat sich aber bei unseren weiteren Arbeiten als vorteil- 
haft erwiesen, eine ,,Heparineinheit (H. E.)“ festzulegen, nimlich 
folgendermaBen: 

Kine Heparineinheit (H.E.) ist das 30fache derjenigen Sub- 
stanzmenge, die den Logarithmus der Gerinnungszeit von Hiihner- 
plasma unter den angegebenen Bedingungen um 0,1 erhoht. 

Wir haben das 30fache gewahlt, weil bei Anwendung eines 
Tropfens der zu untersuchenden Heparinlisung das 30fache der darin 
enthaltenen Menge der in 1 ccm gelésten Substanzmenge entspricht. 
An einem Beispiel soll der Gang der Bestimmung beschrieben werden. 


5 Tropfen Hiihnerplasma werden im Gerinnungsréhrchen durch Zu- 
gabe von 1 Tropfen Hiithnermuskelextrakt auf eine Gerinnungszeit von 
etwa 2 Minuten eingestellt. Eine Vorprobe hat ergeben, daB z. B. die zu 
untersuchende Heparinlésung in einer Konzentration von 5 mg-°/, die Ge- 
rinnungszeit des eingestellten Plasmas nicht iiber 20 Minuten verlingert. 
1 Tropfen 5 mg-°/,ige Heparinlésung, zu 5 Tropfen Hiihnerplasma und 
1 Tropfen Muskelextrakt zugesetzt, erhéht die Gerinnungszeit auf 210 Se- 
kunden. 2 Tropfen erhéhen auf 490 Sekunden. Selbstverstiindlich muB8 aus 
einer Reihe von Bestimmungen ein Mittelwert genommen werden, ferner sind 
alle Réhrehen mit physiologischer Kochsalzlésung auf das gleiche Volumen 
aufzufiillen. Der Logarithmus der Gerinnungszeit mit 1 Tropfen Heparin- 
lésung betriigt 2,32, der mit 2 Tropfen 2,69. Die Differenz, d.i. die Er- 
héhung, die durch 1 Tropfen erzielt wird, betriigt 0,37. Die 30fache Menge 
der in 1 Tropfen enthaltenen Substanzmenge, nimlich die in 1 ccm ent- 
haltene, betrigt in diesem Falle 0,05 mg; demnach enthalten 0,05 mg 3,7 H. E. 


bzw. 1 mg 74 H.E. 


Literatur. 
.D. A. Scott u. A. F. Charles, J. of biol. Chem. 102, 437 (1933). 
. A. Fischer u. A. Schmitz, Diese Z. 210, 129 (1932). 
. A. Fischer, Pfliigers Arch. 225, 737 (1930). 
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Uber Androsteron. IV. 


Abbau des Stigmasterins zu Iso-Androsteron und Androstandion; 
die Verkniipfung des Corpus luteum-Hormons und allo-Pregnanolons 
mit Androsteron. 


Von 


Adolf Butenandt und Heinz Cobler. 


(Aus dem Institut fiir organische Chemie, Danzig-Langfuhr.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1935.) 


Auf Grund unserer analytischen Arbeiten') am minnlichen 
Sexualhormon Androsteron und am Dehydro-Androsteron 
erteilten wir dem Androsteron C,,H.,O, den Formeltypus (I). Seit 
mehreren Jahren haben wir uns bemiiht, diese Formel in Einzel- 
heiten der Konstitution und Konfiguration durch Versuche zur 
Darstellung des Androsterons und seiner Derivate aus Sterinen 
zu sichern?) Kurz bevor unsere zahlreichen nach dieser Richtung 
angestellten Versuche zu einer endgiiltigen Klarung der Konstitution 
des Androsterons fiihrten, konnten L. Ruzicka und Mitarbeiter’) 
zeigen, daB das durch oxydativen Abbau des epi-Dihydrochole- 
sterins darstellbare 3-epi-Oxy-itio-allo-cholanon-(17) (II) 
mit Androsteron identisch ist. Durch diesen Befund wurde die 
Konstitution des Androsterons in allen Einzelheiten festgelegt; 
die sich daraus ergebenden Folgerungen, daB der Grundkohlen- 
wasserstoff Androstan‘) O,,H,, mit allo-Atiocholan und das 
Androstanon) C,,H,,O mit allo-Atiocholanon-(17) (II) iden- 
tisch ist, wurden durch zwei weitere Arbeiten gesichert®). 

Von unseren eigenen Versuchen beschreiben wir in der vor- 


liegenden Arbeit den Abbau des allo-Pregnanolons (V)*) zum 





1) Diese Z. 229, 167, 185, 192 (1934). 
*) Ber. chem. Ges. 67, 1611 (1934); Diese Z. 229, 200 (19384). 
3) Helvet. chim. Acta 17, 1389, 1395 (1934). 

*) Diese Z. 229, 190, 207 (1934). 


5) Diese Z. 229, 206 (1934). 
*) Fernholzu. Chakravorty, Ber. chem. Ges. 68, 353 (1935); L. Ru- 


zicka, M.W. Goldberg u. H. Wirz, Helvet. chim. Acta 18, 65 (1935). 
’) Ber. chem. Ges. 67, 1897 (1934). 
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3-Oxy-atio-allo-cholanon-(17) (VIII), das sich vom Andro- 
steron (II) nur in der sterischen Anordnung der Hydroxylgruppe 
unterscheidet und als Iso-Androsteron bezeichnet werden darf; 
Iso-Androsteron (VIII) geht genau wie Androsteron (X) durch vor- 
sichtige Oxydation in das bekannte, physiologisch hochaktive 
Androstandion (LX)§) iiber. 





0 0 
CH, | CH, | 
; CH, Z | on CH, | 
Ho” ~~~ ~~ 
O 
CH, | 
cu} | 


Allo-Pregnanolon (V) beansprucht als Ausgangsmaterial 
fiir die Darstellung mannlicher Prigungsstoffe in mehrfacher Hin- 
sicht Interesse. Es ist ein im Corpus luteum vorkommendes 
physiologisch inaktives Sterinderivat, in dem ein Tetrahydroderivat 
des Corpus luteum-Hormons’®) (Luteosteron, Progestin) (XI) 
vorliegt. Die Bereitung des Androstandions aus allo-Preg- 
nanolon bedeutet somit zugleich eine experimentelle Ver- 
knipfung des Corpus luteum-Hormons, des spezifisch 
weiblichen Hormons, mit dem mannlichen Prigungsstoff 
Androsteron. — Allo-Pregnanolon ist andererseits durch einen 
iibersichtlichen Abbau des Stigmasterins (IV) zu bereiten?®), so 
daB in vorliegender Arbeit ein Weg gewiesen wird, Stigma- 
sterin zur Darstellung des Androsterons (oder seiner 
physiologisch aktiven Derivate) zu verwenden. 


8) Diese Z. 229, 189 (1934), 
*® Diese Z. 227, 84 (1984); Ber. chem. Ges. 67, 1901, 2085 (1934). 
1 Butenandt u. Mamoli, Ber. chem. Ges. 67, 1897; E. Fernholz, 


Diese Z. 230, 185 (1934). 
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Die Methodik, nach der wir Stigmasterin (IV) in allo-Pregnan- 
olon (V) iiberfiihrten, entsprach der von Butenandt und Ma- 
moli!®) angegebenen, mit deren Hilfe man 1 g allo-Pregnanolon 
aus etwa 17 g Stigmasterin bereiten kann. Wir haben viele ver- 
schiedenartige Wege versucht, um den Rest der Seitenkette im 
allo-Pregnanolon durch eine Oxogruppe zu ersetzen; am einfachsten 
gestaltet sich dieser Abbau in der in den Formeln V—IX wieder- 
gegebenen Weise: 

Allo-Pregnanolon wird (in Gestalt seines Acetates) durch Um- 
satz mit Methylmagnesiumjodid in das gut krystallisierte Carbinol 
C,.H,,0, (VI) tibergefiihrt, das bei 182—186° (unkorr.) schmilzt. 
Durch Erhitzen mit Hisessig und Essigsiiureanhydrid spaltet das 
Carbinol 1 Mol Wasser ab, und es entsteht als Hauptprodukt!) 
der Reaktion das bei 144° (unkorr.) schmelzende Acetat des 
ungesattigten Alkohols C,,H,,O (VII). Beim Behandeln dieses 
Acetates mit Ozon tritt in glatter Reaktion die Spaltung des 
Molekiils in Aceton und das Acetat des Iso-Androsterons 
(3-Oxy-itio-allo-cholanons-17) (VIII) ein, dessen Schmelzpunkt wir 
zu 96—97° ermittelten. Wir haben aus 1 g allo-Pregnanolon 
110 mg dieses Acetates gewonnen. Durch seine Verseifung ist 
das Iso-Androsteron C,,H,,0O, (VIII) darstellbar; es krystalli- 
siert aus verdiinntem Alkohol in Blattchen vom Schmelzp. 170—171° 
(unkorr.) und liefert bei gelinder Oxydation dasselbe Androstan- 
dion (LX) wie Androsteron. Der Vergleich beider Priparate lieB 
keinen Unterschied erkennen !!*), 

Iso-Androsteron (3-Oxy-itio-allo-cholanon-17) ist in der 
Literatur beschrieben; es wurde von L. Ruzicka und Mitarbeitern }”) 
durch oxydativen Abbau des Dihydro-cholesterin-acetates dar- 
gestellt. Unsere Befunde stimmen mit den Angaben der Schweizer 
Autoren gut iiberein. Es ist von Interesse, dab das Iso-Andro- 
steron, wie zuerst ebenfalls von Ruzicka?}*) gezeigt wurde, trotz 
des geringfiigigen Unterschiedes zum Androsteron nur etwa }/, 
seiner Wirksamkeit entfaltet; wir fanden die Kinheit nach unserer 
Auswertungstechnik!’) zu etwa 1,4 mg, wiihrend die Einheit des 





11) Uper isolierbare Nebenprodukte vgl. die Angaben des exper. Teils. 

11a) Dasselbe Iso-Androsteron ist auch durch katalytische Hydrie- 
rung des Dehydro-Androsterons zuginglich. (Vgl. Androsteron VI 
in dieser Zeitschrift.) 

12) Helvet. chim. Acta 17, 1393, 1395 (1934). 

18) Diese Z. 229, 170 (1934). 
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Androstandions bei etwa 400 714) und die des Androsterons bei 
150—200 v1) liegt. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der 
Rockefeller-Foundation und der Schering-Kahlbaum A.G., Berlin 
fiir ihre Unterstiitzungen. Der eine von uns (H. C.) dankt der I. G. Farben- 
industrie fir ein Forschungsstipendium. 

Die physiologischen Versuche wurden von Friulein D. v. Dresler 
und Friulein U. Meinerts ausgefiihrt; Herrn J. Paland verdanken wir 
viel Hilfe bei der Bereitung des Ausgangsmaterials. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Umsatz des allo-Pregnanol -(3)-on-(20)-acetates mit Methyl. 
magnesiumjodid. Zu 0,8g Magnesium und 4,8 g Methyljodid in 6 ccm 
Ather wurden 1 g allo- -Pregnanolon- -acetat in 50 cem Ather hinzugegeben. 
Nach 8 stiindigem Erhitzen wurde das Lésungsmittel abdestilliert und der 
Riickstand 3 weitere Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Das Reaktionsgut 
wurde mit Eis und anschlieSend mit verdiinnter Schwefelsiure versetzt und 
ausgeithert. Beim Verdampfen des Athers fiel das Carbinol (VI) als schwer- 
liésliche krystallisierte Verbindung aus, die nach mehrfachem Umldsen aus 
reinem Alkohol einen Schmelzpunkt von 182—186° (unkorr.) zeigte. Aus- 
beute 0,53 g. 


4,728 mg Subst.: 13,695 mg CO,, 4,740 mg H,O. 
C..H;,0, Ber. C 78,97 H 11,45 Gef. C 79,0 H 11,22. 


Durch 2'/, stiindiges Sieden in Lisessiglisung und anschlieBendes 
1/, stiindiges Erwirmen mit Essigsiureanhydrid trat Wasserabspaltung ein. 
Nach dem Abdampfen des Essigsiiureanhydrids wurde mehrfach aus ver- 
diinntem Alkohol umgelést und so ein schén krystallisiertes Produkt er- 
halten, das bei 144° (unkorr.) schmolz. Es liegt das Acetat des ungesiittigten 
Alkohols (VII) vor. Ausbeute 0,13 g. 


3,053 mg Subst.: 9,000 mg CO,, 2,910 mg H,O. 
C,,.H,.0; Ber. C 80,38 H 10,69 Gef. C 80,40 H 10,66. 


Aus den Mutterlaugen des bei 144° schmelzenden Acetates wurde ein 
bei 111—112° schmelzendes Produkt gleicher Zusammensetzung erhalten. 


5,086 mg Subst.: 14,960 mg CO,, 4,830 mg H,O. 
C,,H;,02 Ber. C 80,38  H 10,69 Gef. C 80,22 H 10,63. 


Aus den nicht krystallisierenden Mutterlaugen des Carbinols (VI) wurde 
durch Acetylierung und anschlieBende Hochvakuumdestillation ein drittes 
Isomeres erhalten, das nach mehrfachem Umldésen aus verdiinntem Methanol 
in langen Nadeln krystallisierte und den Schmelzp. 64—64,5° zeigte. 


2,070 mg Subst.: 6,110 mg CO,, 2,000 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. C 80,38 H 10,69 Gef. C 80,5 H 10,81. 





14) Diese Z. 229, 190 (1934). 
15) Diese Z. 229, 179—182 (1934). 
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Die beiden isomeren Acetate fielen in geringer Menge an und wurden 
bisher nicht weiter untersucht. 


2. Abbau zum 3-Oxy-atio-allo-cholanon-(17): Iso-Androsteron. 
129 mg des Acetates C,,H,;,0,vom Schmelzp. 144° wurden in 10 cem Chloro- 
form gelést und unter Eiskiihlung 4 Minuten mit Ozon behandelt. Die 
Oxydationslésung wurde mit 15 cem Wasser */, Stunde zum Sieden erhitzt. 
Nach dem Abdampfen des Chloroforms hinterblieb ein krystallisierter Riick- 
stand, der nach mehrfachem Umlésen aus verdiinntem Methanol den 
Schmelzp. 96—97° zeigte. Es liegt das Acetat des 3-Oxy-iitio-allo-chola- 
nons-(17) (VIII) vor. Ausbeute 110 mg. 


3,535 mg Subst.: 9,820 mg CO,, 3,140 mg H,0. 
C,,H,4,05 Ber. C 175,84 H 9,71 Gef. C 15,76 H 9,94. 


Die Verseifung des Acetates geschah durch 1 '/, stiindiges Erhitzen 
mit $n- methylalkoholischer Kalilauge. Das nach dem Ansiiuern durch 
Wasserzusatz ausgefillte Iso-Androsteron (VIII) wurde aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 170—171° (unkorr.). Ausbeute 70°/, d. Th. 


3,435 mg Subst.: 9,910 mg CO,, 3,230 mg H,0. 
C,6H5,0, Ber. C 78,58 H 10,41 Gef. © 78,68  H 10,52. 


3. Androstandion aus Iso-Androsteron. 385 mg Iso-Androsteron 
wurden in der fiir Androsteron angegebenen Weise *) zum Diketon oxydciert. 
Das Diketon zeigte nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol 
zunichst einen Schmelzpunkt von 126—127°, aus verdiinntem Aceton wurde 
es in Blittchen vom Schmelzp. 182—133° (unkorr.) erhalten. Ein ver- 
gleichsweise aus Androsteron dargestelltes Priiparat zeigte dasselbe Ver- 
halten; beide Stoffe gaben bei der Mischprobe keine Depression. 


4,328 mg Subst.: 12,560 mg CO,, 3,790 mg H,O. 
C,,H.,0, Ber. C 79,10 H 9,79 Gef. C 79,15 H 9,80. 


16) Diese Z. 229, 189 (1934). 
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Uber Androsteron. V. 


Androstandiol, ein physiologisch hoch aktives Reduktionsprodukt 
des Androsterons. 


Von 
Adolf Butenandt und Kurt Tscherning. 
Mit 12 Figuren im Text und auf Tafel II—IV. 


(Aus dem Institut fiir Organische Chemie, Danzig-Langfuhr.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1935.) 


Das zuerst krystallisiert dargestellte Follikelhormon?) war 
das ,,«-Follikelhormon“ (Oestron, Theelin), dessen gesicherte Kon- 
stitution in Formel I wiedergegeben ist. Dieses Oxyketon zeigt 
im Allen-Doisy-Test eine Wirksamkeit von etwa 8 Millionen 
M.E./pro Gramm?) Es war eine iiberraschende Feststellung, daB 
ein kiinstlich dargestelltes Reduktionsprodukt dieses Hormons, in 
dem die Carbonylgruppe zur sekundaren Alkoholgruppe abge- 
wandelt ist (Formel II), eine etwa 6fach erhéhte physiologische 
Aktivitaét zeigt’). Diesem bereits 1933 erhobenen Befunde kommt 
heute besonderes Interesse zu, nachdem vor ganz kurzer Zeit 
gezeigt worden ist, daB dieses Diol (IT) aus Ovarien von Schweinen 
gewonnen werden kann, also ebenfalls ein Naturprodukt dar- 
stellt *). 
FuBend auf diesen Erfahrungen am Follikelhormon, haben 
wir uns bereits im Jahre 1933 die Frage vorgelegt, ob im Falle 
des miinnlichen Sexualhormons Androsteron, das wie das 
a-Follikelhormon ein Oxyketon darstellt (Formel III), ‘ahnliche 
Verhiltnisse vorliegen, und wir haben bereits damals das erste 
»Dihydroprodukt* des Androsterons, ein Androstandiol C,,H,,0, 


1) Literatur: Erg. d. Physiologie, Bd. 35, 318 (1933). 

*) Diese Z. 188, 1 (1930). 

8) Schwenk u. Hildebrandt, Naturw. 1933, 177. 

4) E. A. Doisy, Mac Corquodale, S. A. Thayer, Weekly Bull. of 
the St. Louis Medical Society; Vol. XXIX, Nr. 28, 22. III. 1935. 
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der Formel IV, bereitet. In mehreren kurzen Mitteilungen‘) 
haben wir tiber dieses Reduktionsprodukt berichtet und auf die 
interessante T'atsache hingewiesen, daB beim Androsteron analoge 
Verhiltnisse vorliegen, wie beim Follikelhormon: das um zwei 
Wasserstoffatome reichere Androstandiol ibertrifft das 
natiirliche Ausgangsprodukt weitgehend in der physio- 
logischen Wirksamkeit. Ob dieses Dihydroderivat des An- 
drosterons auch in der Natur vorkommt, wissen wir noch nicht. 





O OH 
CH, | CH, | 
ae ees = ee 
i ) 2 ka a a tin il 
L | = 
| ia aii a HO’ “~~ ~~ 
O OH 
CH, | CH, | 
= cee. Og 
I CH, | Iv CH, | eas 
| | | 
fe ue — SO Nr 


Bei der Reduktion des Androsterons entsteht erwartungs- 
cemiB ein Stoffgemisch, dessen Zusammensetzung mit der Art 
der angewandten Methodik schwankt. Als Hauptprodukt 
faBten wir stets ein und denselben Stoff, auf dessen Charakteri- 
sierung wir uns in der vorliegenden Arbeit beschriinken; soweit 
unsere Erfahrungen reichen, ist dieses Androstandiol genannte 
Produkt am leichtesten durch Reduktion des Androsterons 
mit Natrium und Propylalkohol darzustellen. Die von uns 
bevorzugte Methodik geben wir an einem Beispiel wieder: 

Versuch Nr. 15b, XII. 204,5 mg Androsteron (Schmelz- 
punkt 177—178°) wurden in 45 ccm n-Propylalkohol unter Sieden 
solange mit kleinen Stiicken Natrium versetzt, wie das Metall 
sich restlos liste. Die Reaktionslésung wurde hei8 in Wasser 
eingegossen und mit Ather aufgenommen, die itherische Lésung 





5) Verh. d. Deutsch. Gellsch. fiir innere Medizin, XLVI. KongreB, 
S. 293 (1934); Wien. Klin. Wschr. 1934, Nr. 30; Forschgn. u. Fortschr. 
1934, Nr. 22; Ber. chem. Ges. 67, 2092 (1934). 


996 Adolf Butenandt und Kurt Tscherning, 


nach dem Waschen und Trocknen abgedampft und der Riickstand 
bei 90—100° im Hochvakuum (0,001 mm Hg) vorsichtig sublimiert. 
Das Sublimat wurde durch Umkrystallisieren aus verdiinntem 
Aceton und verdiinntem Alkohol gereinigt; es bildet Nadeln, die 
bei 221° (unkorr.) schmelzen und eine optische Drehung [«]?* = 
+ 12,6° zeigen. Ausbeute: Durch direkte Krystallisation wurden 
71,65 mg Androstandiol gewonnen, aus den gesammelten 
Mutterlaugen dieses Krystallisates lieBen sich nach dem Erhitzen 
mit Essigsiureanhydrid noch 114,9 mg reinstes Androstandiol- 
diacetat vom Schmelzp. 159—160° isolieren. 

Analyse des Androstandiols: 3,192 mg Subst.: 9,130 mg CO,, 
3,150 mg H,0O. 

C,,H,,0, Ber. C7801 H 11,04 Gef. C7801 4H 11,04. 

Androstandiol la8t sich durch 1/,stiindiges Sieden mit Essig- 
siiureanhydrid acetylieren; das Androstandiol-diacetat kry- 
stallisiert aus verdiinntem Aceton in groBen Prismen vom Schmelz- 
punkt 159—160° (unkorr.) und zeigt eine optische Drehung 
[@]>* =+12,5° Durch 2stiindiges Erwirmen mit 3n-methyl- 
alkoholischer Kalilauge laiBt es sich zum Androstandiol vom 
Schmelzp. 221° verseifen. 

Analyse des Diacetats: 2,183mg Subst.: 5,905 mg CO,, 1,930mgH,0, 

C,,H,,0, Ber. C 73,35 H964 £Gef. C73,77 H 9,89. 


Die physiologische Wirksamkeit des Androstandiols 
und seines Diacetates im Hahnenkammtest. 


1. In Tab. I stellen wir eine Reihe unserer Auswertungs- 
resultate am Androstandiol zusammen, die seit Januar 1934 
an einem gleichméBigen Tiermaterial erzielt wurden. Die Technik 
entspricht der friiher®) mitgeteilten; es wurde die angegebene 
Dosis (40—400 y) in 1 ccm Sesamél je einmal an zwei aufeinander- 
folgenden Tagen injiziert. Fordert man als ,,Kinheit“ ein 
Flichenwachstum des Kapaunenkammes um 20°/,, so darf diese 
bei 45—50y angenommen werden. Mit Androsteron erzielt man 
eine gleiche Wirkung mit 150—200 7’). 

Tab. IIT umfaBt die Auswertung des Androstandiols mit 
»protrahierter“ Injektionstechnik: Injiziert man 2mal tiglich iiber 
4 Tage, so wird mit 10—12 7 pro Dosis (20—24 y als Tages- 
dosis) bis zum 5. Versuchstag ein Wachstum des Kammes um 


®) Diese Z. 229, 170 (1934). 
*) Diese Z. 229, 179 (1934). 
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Tabelle LI. 


Physiologische Auswertung des Androstandiols im Hahnenkammtest. 
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(Verabreichung: je 1 mal an 2 Tagen 1 Dosis in 1 ccm Ol.) 
a] rine [gi | areal | tu 
Natans | Petinaret Dosis | ‘ier des ett Héchst- | schnittl. 
P in y | Nr. Kapauns | _ ' wachs- | Héchst- 
in g 3. Tag | 4. Tag tum |wachstum 
- 366 | 1950 25,8 | 34,6 34,6 
— wae 40} i16 | 2000 21,8 26,4 26,4 26,3 
ae \} 306 | 2125 12,0 18,0 18,0 
” 15% || 872 2125 14,5 | 11,1 14,5 
ps XII 40 /} 288 | 2250 9,5 | 18,5 13,5 11,7 
, . l] 249 | 2395 40 | 70 7.0 
. I _ 368 1650 9,1 9,1 9,1 
nw XII 40 154 1780 15,5 18,6 18,6 18,6 
= ' 167 2000 14,8 | 28,0 28,0 
a 395 | 2225 14,0 | 20,3 20,3 
bs. xu, ene sof 155 2250 10 | 15,8 15,8 19,6 
’ P 274 | 2300 13,9 | 22,6 22.6 
. 1] 6b 56 2070 145 | 19,8 19,8 
“-_ XII 0 | 77 2000 26,2 | 40,5 40,5 | 26,9 
: 228 2160 13,6 | 20,4 20,4 
b7. XI od 228 2250 94 | 11,6 11,6 
ee ‘| xxirs 60 3] 163 2300 21,: | 23 28,2 21,1 
P 251 2250 19,6 23,5 23,5 
. 276 1800 26,3 36,5 36,5 
‘ eee 00 141 | 1950 18,5 33,3 33,3 34,6 
. P 256 2000 20,9 34,3 34,8 
’ , | 
i 81 2370 93 | 18,6 18,6 
ee wire 00 | 183 | 2375 33.6 41,6 41.6 23,2 
P 271 2400 9,0 | 96 9,6 
5 II Bb 387 2250 22.8 | 28,8 28,8 
ey XII 60 | 339 2450 18,3 | 17,7 17,7 27,0 
as 107 2570 22,5 | 34,8 34,8 
q , 276 2300 29,8 | 28,5 29,8 
ny cy vo | 382 | 2300 19,6 | 35,0 35,0 30,1 
. 347 2350 25,5 | 25,0 25,5 j 
: 20 | 2625 12,4 | 26,2 26,2 
—) oe 70 }| 550 | 2600 138 | 233 | 233 26,1 
dais . \| 549 | 3070 22,8 | 28,8 28,8 
. 26 2400 6,8 | 94 9,4 
ow Me 2 100 | 24 | 2400 | 361 | 39,5 | 39,5 23,1 
259 | 2400 20,3 | 12,8 20,3 
LU = 269 2420 15,7 | 29,9 29,9 
ey Iv 100 286 2410 17,5 | 29,2 29,2 27,2 
; 259 | 2460 16,4 | 22,4 22,4 
16 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIV. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
Gewicht is ar ee Sen % 1/, durch. 
Dosis | Tie um aes Hammes oe . n 
Datum | Priparat | . F ni des am Hochst schnittl 
in y | Nr. Kapauns | __ wachs- | Héchst- 
in g 3. Tag | 4. Tag tum |wachstum 
356 2475 30,4 38,1 38,1 
Og ag 10 | 26 | 2480 18,2 21,6 21,6 31,7 
871 | 2480 28,0 35,4 35,4 
7. II 1bb 322 2425 16,5 | 22,6 22.6 
34 ; IV 180 36 2550 23,6 | 32,6 32,6 26,2 
236 | 2750 13,6 | 23,5 23,5 
306 | 2080 35,0 | 48,0 48,0 
— cg 200 43 | 2100 18,6 | 23,0 23,0 81,5 
72 | 2180 17,7 | 28,4 23,4 
264 2200 30,8 | 34,9 34,9 
“rg 15b | 400 263 | 2200 | 430 | 548 | 54,8 45,2 
343 2170 39,2 46,0 46,0 























etwa 20°/, hervorgerufen. Mit Androsteron erzielten wir eine 
vergleichbare Wirkung bei Verabreichung von 22—25 y als In- 
jektionsdosis ®). 

Aus diesen Ergebnissen ist zu folgern, daB das Androstandiol 
das Androsteron im Durchschnitt®*) um den 3fachen Betrag 
in der physiologischen Wirksamkeit tibertrifft. Quali- 
tativ haben wir in der Art der Wirkung auf den Hahnenkamm 
zwischen beiden Stoffen keine Unterschiede gefunden: Das Maximum 
der Wirksamkeit wird (bei Verabreichung der Injektionsdosen 
innerhalb von 2 Tagen) bei beiden Stoffen zumeist am 4. Versuchs- 
tag erreicht, danach setzt ein schnelles Abklingen des Wachstums- 
effektes ein, der nach 3—4 weiteren Tagen bereits unterhalb von 
10°/,, d. h. innerhalb der Fehlergrenze, liegt. Zur Demonstration 
dieser Reaktionsnorm sei auf die Fig. 1 und 2 verwiesen, die 
den Wirkungsverlauf von 2 x 220 y Androsteron bzw. 2 x 60 7 
Androstandiol wiedergeben. 

2. Die physiologische Wirksamkeit des Androstandiol- 
diacetates ist von gleicher GréSenordnung wie die des Alkohols 
selbst. Aus Tab. III ist zu entnehmen, daB die EHinheit®) des 





8) Diese Z. 229, 181 (1934). 

88) Aus den Tabellen ist ersichtlich, dab das Verhiltnis der Wirksam- 
keiten maximal als 1:5 ermittelt wurde. 

®) Nach der gegebenen Definition; je einmalige Injektion an 2 auf- 
einanderfolgenden Tagen, Wachstum 20°/, in der Fliche. 
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Tabelle IL. 


mit protrahierter Technik. 
(Verabreichung: 4 Tage lang 2 mal tiglich 1 Dosis in 0,5 cem OL.) 
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x - — °/, Flachenwachstum ‘a le "lo = 
. osis ier es des Kammes am ochst-] schnittl. 
Datum | Préparat in y| Nr. Kapauns wachs- | Hochst- 
in g 3. Tag | 4. Tag | 5. Tag | tum |wachstum 
370 | 2070 | 21 | 35 | 7 4,1 
—— ty 1 | 350 | 2100 | 79 | 71 | 36 79 1,9 
400 | 2185 68 | 87 | 81 87 
373 | 2155 62 | 93%! 4,8 9,3 
“s cg 5 | 314 | 2020 58)| 41 | 25 5,8 6,8 
300 | 2100 | 20 | o7 | 52.] 52 
400 | 1950 | 8,3 | 11,2 | 17,0 | 17, 
— “ae 5 | 321 | 1500 | 36 | 5,1 | 26 51 9,6 
335 | 1875 6,7 2,5 5,1 6,7 
174 | 2450 53 | 15,2 | 25,0 | 25,0 
— - 10 | 192 | 2450 | 15.0 | 108 | 83 | 15,0 19,1 
269 | 2500 38 | 86 | 172 | 172 
sit saad 233 | 2080 90 | 17,0 | 19,0 | 19,0 
~ =A 10 347 | 2260 | 92 | 134 | 171 | 171 17,9 
382 | 2220 | 11,7 | 150 | 175 | 175 
408 | 2000 | 05 | 126 | 187 | 18,7 
et eee anf 10 384 | 2000 | 115 | 282 | 982 | 282 20,6 | 
P 299 | 2050 2,1 | 11,8 | 15,0 | 15,0 
‘ 26 | 2200 | 00 | 110 | 95 | 11,0 
— wlite 10 | 373 | 2150 | 69 | 132 | 189 | 189 15,1 
P 328 | 2200 5,2 6,2 | 15,5 15,5 
123 | 2500 | 143 | 132 | 295 | 29,5 
— ay 15 148 | 2500 90 | 139 | 253 | 25.3 25,4 
183 | 2500 23 | 84 | 273 | 213 
320 | 2300 98 | 142 | 225 | 22,5 
~— rg 15 335 | 2320 14 | 21 | 165 | 165 23,2 
324 | 2300 | 15,0 | 221 | 30,5 | 30,5 
— _ 375 | 2400 | 21,8 | 29,5 | 42,5 | 425 
= ~ | 110 | 2320 | 165 | 21,1 | 330 | 33,0 36,7 
315 | 2500 | 214 | 247 | 34,7 | 347 
a 244 | 1650 | 8,2 | 31,4 | 38,8 | 38,8 
‘ (Searanl * 340 | 1675 | 10,6 | 31,8 | 39,0 | 39,0 38,5 
P 268 1725 8,6 | 30,8 | 37,6 37,6 
*) Wert nach 4'/, Tagen. **) Wert nach 2'/, Tagen. 


Diacetates bei etwa 60—70 y anzunehmen ist. 


In gleichzeitig 


durchgefiihrten Auswertungsreihen mit Androsteron-acetat wurde 
16* 
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dessen Einheit zu 170—200 y ermittelt!°). Wie ersichtlich iiber- 
trifft auch bei den Acetaten das Androstandiol-diacetat 
den Ester des Oxyketons um etwa den 3fachen Betrag 
in der Wirksamkeit. Der von uns zuerst an den Estern des 
Follikelhormons!!) und spiter am Androsteron-acetat}°) beobachtete 
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Fig. 1. 
Wirkungskurven des Androsterons 
nach Verabfolgung von 2 x 220y an 3 Tiere. 
Tier Nr. 141; —-— Tier Nr. 301; ---- Tier Nr. 81. 8. II. 1935. 
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Fig. 2. 
Wirkungskurven des Androstandiols 
nach Verabfolgung von 2 x 60 y an 3 Tiere. 
—— Tier Nr. 387; —-+-— Tier Nr. 339; ---- Tier Nr. 107. 5. IL. 1935. 


»Hsterefiekt“ in der physiologischen Wirkung gilt auch fir das 
Androstandiol-diacetat: es zeigt eine typische ,,protrahierte* Wir- 
kung, d.h. der Héhepunkt der Reaktion wird wesentlich spater 
erreicht, als nach Verabfolgung des Alkohols, und die Wirkung 
erstreckt sich tiber einen langeren Zeitraum. Der Unterschied 





10) Vel. Diese Z. 229, 186 (1934). 1) Diese Z. 208, 129 (1932). 
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in der Wirksamkeit von Ester und Alkohol wird durch Vergleich 
der Fig. 1 und 2 mit Fig. 3 verdeutlicht, in der die Reaktions- 
norm des Androstandiol-diacetates durch Kurven demonstriert ist. 
Kine gleichartige Wirkungskurve fiir Androsteron-acetat haben 
wir friiher!) veréffentlicht. 
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Fig. 3. 
Wirkungskurven des Androstandiol-diacetats 
nach Verabfolgung von 2 x 60 y an 3 Tiere. 
——— Tier Nr. 259; —--— Tier Nr. 301; ---- Tier Nr. 123. 23. X. 1934. 


Zur physiologischen Wirksamkeit des Androstandiols 
an der Vesikulardriise der Nager. 


Androstandiol entfaltet — genau wie Androsteron!*) — eine 
starke Wachstumswirkung auf den Genitalapparat (besonders auf 
die Vesikulardriise) der Nager. Wir wollen von zahlreichen Ver- 
suchsreihen nur ein charakteristisches Experiment beschreiben 
und mit Bildern (Tafel II—IV) belegen; mit diesem einen Versuch 
beabsichtigen wir die Wirksamkeit des Androstandiols und Andro- 
sterons auf die Vesikulardriise lediglich qualitativ zum Ausdruck 
zu bringen. Auf die quantitativen Verhaltnisse kommen wir spater 
unter Darlegung des gesamten Versuchsmaterials zuriick. 

Die Bilder a, b und c der Fig. 4 (Tafel II) stellen den Genital- 
apparat (Vesikulardriise, Prostata, Hoden, Nebenhoden, Vas deferens 
und Harnblase) dreier infantiler minnlicher Geschwister- 
ratten in natirlichen GréfSen dar. Die Tiere wurden am 
31. XIT. 1934 geboren und am 29. [. 1935 in den Versuch genommen. 


Tier a: Gewicht bei Versuchsbeginn 34 g, erhielt vom 29. I.—4. IT. 1935 
tiglich einmal 375 y Androstandiol in 0,2 ccm Sesam6l subcutan injiziert, 
getétet am 6. IT. 1935 bei einem Gewicht von 51g. Injizierte Gesamt- 
dosis: 2,625 mg Androstandiol. 


12) K, Tscherning, Erg. Physiol. 35, 312 (1933); L. Ruzicka u. 
Mitarb., Helvet. chim. Acta 17, 1401 (1934); V. Korenchevsky, Nature 
(Lond.) 135, 434 (1935). 
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Tier b: Gewicht bei Versuchsbeginn 33,3 g, erhielt vom 29. I1.—4. II. 1935 
tiglich einmal 750 y Androsteron in 0,2 cem, am 5. II. 1935 einmal 375 y 


_ Androsteron in 0,1 ccm Sesam6l subcutan injiziert, getétet am 6. II. 1935 


bei einem Gewicht von 48 g. Injizierte Gesamtdosis: 5,625 mg Andro- 


 steron. 


Tier c: Kontrolle. Gewicht bei Versuchsbeginn 34,7 g, erhielt 
wihrend der Dauer des Versuches tiglich einmal 0,2 ccm reines Sesamél, 
getétet am 6. II. 1935 bei einem Gewicht von 55,5 g. 


Beim Vergleich der Bilder a und b (Fig. 4, Tafel IL) mit der 
Kontrollec ist der Wachstumseffekt, der durch Androstandiol (a) 
und Androsteron (b) am Genitalapparat der Nager hervorgerufen 
wird, bereits makroskopisch deutlich sichtbar. Auf Tafel III 
und IV sind die Ergebnisse der histologischen Untersuchung 
der Vesikulardriisen wiedergegeben. Die Driisen wurden még- 
lichst rasch in Bouinscher Lésung fixiert, in Paraffin eingebettet, 
5 w dick geschnitten und mit Himatoxylin-Kosin gefirbt. Die 
Bilder auf Tafel III (Fig. 5a, b, c) geben eine Ubersicht iiber die 
Histologie der 3 Driisen in 12 facher VergréBerung, die Bilder 
auf Tafel IV (Fig. 6a, b, c) zeigen das Sekretionsepithel der Driisen 
in etwa 270 facher VergréBerung. Es ist ersichtlich, daB die 
Vesikulardriisen unter der Wirkung der Hormonkrystalli- 
sate zur vollen Funktionstichtigkeit aufgebaut werden”). 





Unter Bezugnahme auf unsere ersten Verdffentlichungen 
iiber Androstandiol haben L. Ruzicka, M. W. Goldberg und 
Jules Meyer‘) kirzlich ebenfalls iiber Reduktionsprodukte des 
Androsterons berichtet. Im Gegensatz zu unserer Arbeitsweise 
haben die Schweizer Autoren sich katalytischer Hydrierungen 
bedient; sie beschreiben als das am einfachsten zu erhaltende 
Derivat ein Diol C,,H,,O, vom Schmelzp. 223° (korr.), das ein 
bei 162—163° schmelzendes Diacetat liefert. Die Hahnen- 
kammeinheit (nach unserer Definition) wird fiir das Diol wie auch 
fir das Diacetat zu 50—60 y angegeben. Es ist wohl nicht 
zweifelhaft, daB es sich bei diesem Stoff um das von uns be- 
schriebene Androstandiol handelt, denn die wesentlichen Befunde 
stehen mit den unsrigen in guter Ubereinstimmung, inbesondere 
ist auch vom Schweizer Arbeitskreis eine etwa 3fach erhdhte 
Wirksamkeit des Reduktionsproduktes festgestellt worden. 


13) Zur Beurteilung der mikroskopischen Priparate vgl. H. E. Voss, 
Z. Zellforschg 11, 775 (1930); H. E. Voss u. S. Loewe, Arch. f. exper. 
Path. 159, 543 (1931); Moore, Hughes u. Gallagher, Amer. J. Anat. 
45, 109 (1930). 

14) Helvet. chim. Acta 18, 210 (1935). 
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In der Frage nach der Art der physiologischen Wirksamkeit 
der Hormonester liegt wohl nur scheinbar ein Unterschied in den Er- 
gebnissen beider Arbeitsgruppen vor. Wir haben seinerzeit die physiolo- 
gische Wirksamkeit des Androsteron-acetates lediglich folgendermaBen be- 
schrieben "): ,,die physiologische Einheit liegt bei 150—170 y. Analog dem 
Verhalten der Ester des Follikelhormons zeigt das Androsteron-acetat eine 
protrahierte, sich iiber 14 Tage erstreckende, etwas unregelmiBig ver- 
laufende Wirkung“. Diesen Befund haben wir an gleicher Stelle durch 
eine Tabelle und 8 Kurven belegt. Was wir unter ,,protrahierter Wir- 
kung“ (oder ,,Estereffekt“) verstehen, ist von uns anliblich der Entdeckung 
dieser Erscheinung genau definiert'*); es bedeutet, daB die Wirkung spiter 
einsetzt (infolgedessen das Maximum der Wirksamkeit spiter erreicht wird) 
und sich iiber einen lingeren Zeitraum erstreckt. In vorliegender 
Arbeit beschreiben wir ein dem Androsteron-acetat véllig entsprechendes 
Bild fiir die Wirksamkeit des Androstandiol-diacetates; ein Vergleich der 
Wirkungskurven der Alkohole (Fig. 1 und 2) einerseits und der Ester 
(Fig. 3'")] andererseits illustriert wohl am besten, was wir nach unseren 
Erfahrungen fiir die Norm in der Reaktionsweise dieser Stofftypen halten 
und unter der ,,protrahierten Wirkung“ der Ester verstehen. 

Wenn L. Ruzicka und Mitarbeiter nach einer Kritik unserer Arbeiten 
schreiben, daB eine ,,ausgesprochene protrahierende Wirkung der Diol- 
acetate gegeniiber dem Androsteron kaum festzustellen sei“'*), daB ,,dagegen 
der wesentliche Unterschied zwischen Androsteron und seinem Acetat nur 
darin besteht, daB bei letzterem das Maximalwachstum 2 Tage spiiter ein- 
tritt'®) und daB ,das verziégerte Eintreten des Maximalwachstums des 
Kapaunenkammes bei stufenweiser Acetylierung der Hydroxylgruppen des 
Diols hervorzuheben sei“*), so wird damit ja gerade eine Feststellung ge- 
troffen, die wir von jeher als ein wesentliches Kennzeichen der sogenannten 
»protrahierten“ (= hingezogenen) Wirkung der Sexualhormonester ange- 
sprochen haben! Und was die Zeitdauer der Reaktion betrifft, so halten 
wir die hormonale Wirkung fiir ,,abgeklungen“, wenn die Wirkungskurve 
endgiiltig unter 10°/, gesunken ist, da wir an vielen Kontrollversuchen die 
Erfahrung gesammelt haben, daB Wachstumszahlen unterhalb von 10°/, in der 
Fehlergrenze des Tiertestes liegen und nicht sicher reproduzierbar sind. Dieses 
Abklingen ist gemi8 unseren Erfahrungen nach Verabfolgung der freien 
Alkohole am 6.—7. Versuchstag, nach Verabfolgung der Ester am 10.—16. 
Versuchstag zu beobachten! 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der 
Rockefeller Foundation und der Schering-Kahlbaum A.-G,, 
Berlin fiir ihre Unterstiitzungen. 

Die physiologischen Versuche wurden yon Frl. D. v. Dresler und 
Fri. U. Meinerts in der biochemischen Abteilung unseres Institutes durch- 
gefiihrt. Herrn J. Paland danken wir fiir seine Hilfe bei der priparativen 
Darstellung des Ausgangsmaterials. 


1) Diese Z. 229, 186 (1934). 

1®) Diese Z. 208, 132 (1932); 191, 149, 150 (1930); dort ist auch ein 
Versuch zur Erklirung dieser Erscheinung gegeben. 

7) Vgl. dazu auch die Wirkungskurve des Androsteron-acetates, 
Diese Z. 229, 187 (1984). 

18) a. a. O., S. 214. * a. a. O., B. 818. % a. a. O., 8. 214. 
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Zur Kenntnis der selektiven Aufnahme von Carotinoiden 
im Tierkérper. 
(Zugleich II. Mitt. ttber den Lipochromstoffwechsel des Pferdes.) 


Von 


L. Zechmeister und P. Tuzson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Pécs, Ungarn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1935.) 


Jiingst mitgeteilte Versuche haben auf priiparativem Wege 
den Beweis erbracht, daB in den Fettgeweben des Pferdes und 
der Kuh im wesentlichen nur Polyenkohlenwasserstoffe (Carotine), 
in denjenigen des Huhnes nur Polyenalkohole (Xanthophylle) ab- 
gelagert werden, wihrend man im menschlichen Kérper keine 
derartige Auswahl beobachtet}). Diese Feststellung ist so zu 
verstehen, daB unser Organismus keine Kategorie von Lipochrom- 
farbstoffen von der Stoffzirkulation ausschlie{t, sondern daB in 
den Fettdepots des Menschen jedes wichtige Carotinoid sich 
nachweisen liBt, wofern es in der Nahrung enthalten war. Von 
der Speicherung einer unveriainderten Durchschnittsprobe des dar- 
gebotenen Lipochroms kann aber auch hier nicht die Rede sein. 
Ks finden nimlich bedeutende Verschiebungen im Mengenverhiltnis 
der Pigmentkomponenten statt, indem die hochungesittigten 
Tomaten- und Paprikafarbstoffe in allen bisher gepriiften Fallen 
einen weitaus gréBeren Prozentsatz des abgelagerten Polyens aus- 
machen, als ihnen nach der Zusammensetzung des Gesamt-lipo- 
chroms unserer Nahrung zukommen wiirde’). 

Daneben laufen im menschlichen Organismus gewisse 
chemische Vorgiinge, die eine beschriinkte Modifikation von Farb- 
stoffkomponenten bedingen kénnen. So steigt der Gehalt des Blutes 
an freien Xanthophyllen nach der Verabreichung von Eidottern 


1) Diese Z. 225, 189 (1934); 226, 255 (1934); 231, 259 (1935); Ber. 
chem. Ges. 67, 154 (1934). 
2) Ausfiihrliches Zahlenmaterial: Bull. Soc. Chim. biol. 17, (1935) [im 
Druck}. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIV. 17 
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nicht, wohl aber der petrolitherlisliche Pigmentanteil [H. Siill- 
mann und A. Vischer)]. Die hier angenommene Veresterung 
von Polyenalkoholen findet ihr interessantes Gegenstiick in der 
Spaltung von Zeaxanthinester in den Verdauungswegen der Henne 
sowie der Ratte [R. Kuhn und H. Brockmann’)]. 

Im Besitze der leistungsfiihigen chromatographischen Methode 
von M. Tswett®*) versuchten wir, Niheres iiber den Ort der 
Polyenselektion zu erfahren und wihlten als Versuchsobjekt 
das Pferd, mit Riicksicht auf die besonders einfache Zusammen- 
setzung seines Lipochroms und auf die GréBe des Tieres. Stehen 
mehrere Kilogramme eines Organs oder einige Liter von Blut- 
serum zur Verfiigung, so darf ein feindifferenziiertes Bild von der 
Adsorptionsanalyse erwartet werden. 

DaB die Ausschaltung der Xanthophylle nicht erst wihrend 
der Deponierung, also nicht im Fettgewebe des Pferdes statt- 
finden kann, folgt klar aus der Zusammensetzung des Serum- 
lipochroms. Schon L. 8S. Palmer®), der das Vorkommen von 
Fettfarbstoffen im Pferdeserum zuverlissig feststellt, fand dort 
nur Carotin; das gleiche Resultat erhielten H. v. d. Bergh, 
P. Muller und J. Broekmeyer’). Wir kénnen diese Beobach- 
tungen auf chromatographischem Wege bestiitigen, und ebenso 
die Angabe von B. Rési6%), daB die Blutcarotinoide (fast) ganz 
im Serumanteil vorliegen °). 

Die chromatographische Verarbeitung der wichtigsten Organe 
des Pferdes ergab als definiertes Polyen stets nur Carotin. Dies 
gilt fiir Blutserum, Fettgewebe, Leber, Niere, Nebenniere, Milz 
und Lunge; das letztere Organ ist allerdings sehr lipochrom- 
arm. Das Carotin des Pferdekérpers wird in wechselnden, aber 
absolut genommen, stets untergeordneten Mengen von Neben- 
farbstoffen begleitet, die bei der Entmischung zwischen 90°/,igem 





5) Biochem. Z. 274, 17 (1934); vgl. auch F. Verzar, H.Sillmann 
und A. Vischer, Ebenda S. 7 (1934). 

4) Diese Z. 206, 41 (1932). 

5) Zusammenfassendes: A. Winterstein, in G. Kleins Handb. d. 
Pflanzenanalyse 4, 1403. Wien, Julius Springer (1933). — L. Zechmeister, 
Carotinoide usw. Berlin, Julius Springer (1934). 

6) J. of Biol. Chem. 27, 27 (1916), zitiert nach L. S. Palmer, 
Carotinoids and related pigments. New York, The chemical catalog Co. 
(1922). 

7) Biochem. Z. 108, 279 und zwar 295 (1920). 

8) Diese Z. 182, 289 (1929). 

®) Vgl. auch P. Karrer, Ergebn. d. Physiol. 34, 812 (1932). 
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| Methanol und Benzin ein hypophasisches Verhalten zeigen. 


Sie liefern meist kein deutlich ablesbares Spektrum; seltener er- 
blickt man Bander, die aber im Vergleich zum Carotin oder Xan- 
thophyll stark nach dem Kurzwelligen verschoben sind. Stets 
deutet das spektroskopische Dild auf Abbau bzw. Verkiirzung 
des chromogenen Doppelbindungssystems hin. 


Die Menge der erwihnten Begleiter, deren Untersuchung 
noch weiterliuft, schwankt sehr stark. Sie betriigt zB. O—7°/, 
des Gesamtpigments?°) in frischem, rasch verarbeitetem Pferde- 
fett, wihrend im Leberlipochrom bis zu 10°/, ermittelt wurden. 
In der Niere bzw. Nebenniere fehlt dieser Farbstofftyp mitunter 
ganz; in anderen Fillen wird sogar der Carotingehalt erreicht 
und iibertroffen. Da das Blutserum laut wiederholter Analyse 
von hypophasischen Polyenbegleitern vollkommen frei ist, kénnen 
die letzteren nur dem zirkulierenden und dann _ gespeicherten 
Carotin entstammen. Sie werden sehr wahrscheinlich in den- 
selben Organen gebildet, wo man sie antrifit. 


Ks ergibt sich also als Gesamtbild, daf im Organismus des 
Pferdes an unversehrten Carotinoiden ausschlieBlich Carotin 
vorkommt, das von undefinierten Abbauprodukten begleitet wird, 
wihrend Polyenalkohole pflanzlichen Ursprungs fehlen. 


Dadurch wird die Frage nach dem Schicksal des ver- 
fitterten Xanthophylls erneut aufgeworfen. Wenn auch die 
Siureempfindlichkeit desselben wohl einen gewissen Verlust be- 
dingt!), so ist dazu in Erwigung zu ziehen, daf die Hauptmenge 
der Siiure im Pferdemagen aus Milchsiure besteht}*). Die be- 
schrinkte Zerstérung des Xanthophylls kann fiir die Gesamt- 
bilanz und namentlich fiir das Fehlen von Polyenalkoholen nicht 
entscheidend sein, da ein groBer Teil der Carotinoide im Magen 
von anderen Stoffen noch mechanisch geschiitzt ist; diese werden 
erst im Darmtrakt (partiell) aufgeschlossen und geben das Xantho- 
phyll in alkalischem Milieu frei. Bezeichnend ist auch der hohe 
Gehalt des Pferdemistes an intaktem, leicht krystallisierbarem 


Xanthophyll ?%). 





10) Colorimetrisch als ,,Lutein“ gewertet. 

1) Vel. hierzu L.S. Palmer u. C. H. Eckles, Missouri agr. exp. stat. 
res. bull. 9, 313; 10, 339; 11, 391; 12, 415 (1914). 

12) Vel. z. B. das Sammelreferat im Handb. d. normalen und pathol. 
Physiol., III. Bd., B./I, S. 973, Berlin, Julius Springer (1927). 

13) Diese Z. 226, 255 (1934). 


7° 
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Man darf also bestimmt damit rechnen, daB viel unversehrtes 
Xanthophyll im Darmtrakt wihrend der Verdauung vorliegt. Es 
ergibt sich aber dann die Fragestellung, ob das Xanthophyll 
fiir das Pferd véllig unresorbierbar ist, oder ob es zwar durch 
die Darmwand in die Blutzirkulation gelangt, jedoch wiahrend 
des Durchstrémens der Leber von der letzteren abgefangen und 
verindert wird? 

Zur Klarung dieses Problems haben wir einem Pferde aufer- 
ordentlich viel Grinfutter im Friihjahr dargeboten; die 426 ke 
schwere, 14jahrige Stute fraB nach Belieben und verzehrte etwa 
60 bis 70 kg im Verlaufe eines Tages. Wir haben die Fiitterung 
bis 11/, Stunde vor der, jetzt zu beschreibenden Operation fort- 
gesetzt. Wahrend der Resorption wurde (in tiefer Evipan-Narkose) 
die Bauchhoéhle gedéffnet, die Vena portae herauspripariert und 
vor dem Eintritt in die Leber angeschnitten. Man konnte ihr 
innerhalb 15 Minuten 2—3 Liter Blut entnehmen. Nun wurde 
eine ahnliche Menge aus der Vena jugularis abgezapft und 
sodann das Tier getitet 1‘). 

Wir haben die beiden Proben parallel verarbeitet und ihr 
Polyen einer genauen chromatographischen Priifung unterworfen, 
mit dem Ergebnis, daB auch das Portalblut, dessen Lipochrom- 
inhalt zum Teil nicht durch die Leber gegangen war, vollkommen 
frei ist von Xanthophyll oder von Xanthophyllestern. Diese 
Probe enthielt merklich mehr Carotin als das Blut der Vena 
jugularis, die Resorption war also zur Zeit der Entnahme tat- 
siichlich in vollem Gang. 

Das Versuchsergebnis spricht entschieden dafiir, daB die 
dem Pferde mit dem Futter dargebotenen Polyenalkohole, in 
scharfem Gegensatz zu Carotin, nicht in die allgemeine Stoff- 
zirkulation eintreten, sondern bereits wihrend der Resorption 
des Lipochroms abgewiesen werden?), 


14) Es war naheliegend, auch die Thoracicus-Lymphe nach resorbiertem 
Xanthophyll zu untersuchen, da aber der Gesamtorganismus praktisch 
xanthophylifrei ist, konnten diesbeziigliche Versuche entfallen. 

15) Man findet in der Literatur einige Stellen, durch welche unsere 
Auffassung noch gestiitzt wird. So haben H. vy. d. Bergh, P. Muller und 
J. Broekmeyer (a.a.O. S. 296—297) eine kolloidale Xanthophyllésung 
dem Kaninchen intravenés verabreicht. Die Leber, die unter normalen 
Bedingungen nur Carotin, aber (fast) kein Xanthophyll fihrt, nahm im 
Versuch sehr viel vom letzteren Farbstoff auf; hingegen erwies sich das 
Blutserum bereits 41/, Stunde nach der Injektion als xanthophyllfrei. 
— Man darf aus der zitierten Untersuchung den Schlu8 ziehen, daB die 
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Vermutlich gilt Analoges fiir den Organismus der Henne. 
Die physiologische Fraktionierung des Lipochroms ist in diesem 
Falle so scharf, daB wir z. B. in 300 g frischem, lebhaft gelbem 
Fett, mit einem Xanthophyllgehalt von 5 mg in der angegebenen 
Menge, chromatographisch kaum eine Spur Carotin mit Sicher- 
heit nachweisen konnten. Das gleiche negative Resultat ergab 
sich auch fiir das Blutserum desselben Tieres, welches reich an 
Polyenalkoholen war (1 mg in 100 ccm). 

Der nahere Mechanismus solcher selektiven Resorptions- 
vorginge bildet ein weiteres, interessantes Versuchsobjekt. 


Hrn. Kollegen E. Ernst danken wir fiir Ratschliige, Hrn. Tierarzt 
b. Bondy fiir die geschickte Durchfithrung des chirurgischen Eingriffes. 


Versuche. 


Einige Bestimmungen sind in den Tab. 1 und 2 zusammengestellt. — 
Die verarbeiteten Pferde wurden im Mai geschlachtet. Ihr Lipochrom be- 
findet sich vorwiegend im Depotfett; in zweiter Linie kommt die Leber in 
Betracht, wiihrend die iibrigen Organe nur untergeordnete Polyenmengen 
fiihren. Man sieht auch, daB die Lipochromkonzentration relativ stark 
variieren kann, nimlich unter dem Einflu8 von Diiit und Ernihrungszustand 
bzw. Fettmenge des Tieres. Immerhin fallen die Zahlen allgemein in die 
cleiche GréBenordnung, mit Ausnahme des Blutserumlipochroms, das schon 
nach 1—2tiagigem Hungern verschwindet. 

Zur Methodik. In den Organen, von denen jeweils bis zu 5 kg 
Frischgewicht verarbeitet wurden, hat man die Bestimmung so durch- 
gefiihrt, wie sie in der nachfolgenden Mitteilung fiir die menschliche Leber 
angegeben wird?®), 

Die Analyse des Blutserums geschah im groBen und ganzen nach 
dem iiblichen Verfahren *’), eventuell mit darauffolgender Chromatographie. 
Von defibriniertem blut, das iiber Nacht im Eisschrank gestanden hatte, 
wurde das Serum (2 Liter) abgehebert und mit 2 Raumteilen 96°/,igem Wein- 
geist versetzt. Die Anwendung von mehr Alkohol ist bei dem Pferdeblut 
iiberfliissig. Nun wurde je nach Bedarf genutscht oder zentrifugiert und 
der Niederschlag bis zur Farblosigkeit des Extraktes wiederholt mit Ather 
bei Raumtemperatur ausgezogen. Eine Entmischungsprobe zeigt stets nur 
epiphasischen Farbstoff an; auch Xanthophyllester fehlen. Die bis zu 


Kaninchenleber durchaus fihig ist, dem Blute Polyenalkohole zu entnehmen. 
Fehlt aus ihrem Materialbestande, bei der gewodhnlichen Ernihrungsweise 
des Tieres, das Xanthophyll dennoch, so liegt die Ursache darin, daB gar 
kein Xanthophyll im Wege der Resorption in die Blutbahn gelangt. 

16) Wir glauben, dab das Verfahren von Ch. L. Connor zu energisch 
ist. J. of Biol. Chem. 77, 619 und zwar 622 (1928). 

17) Zusammenstellung der einschliigigen neueren Literatur: Chr. Boms- 
kov, Methodik der Vitaminforschung. Leipzig, Georg Thieme (1935). 
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100 ccm eingeengte iitherische Lisung haben wir 2mal mit konz. methy]- 
alkoholischem Kali, iiber Nacht in Stickstoffatmosphiire verseift, alkalifre; 
gewaschen und verdampft. Die Messung geschah im Mikrocolorimeter 
(Leitz), gegen Azobenzol"’), Die angewandte Benzinlésung ist auch fiir 
die chromatographische Kontrolle geeignet. 


Tabelle 1. 


Konzentration des Lipochroms in einigen Organen des Pferdes. 





Pferd Nr. - Pferd Nr. 
1 | 2 | 8 1; 2 | 8 


mg Carotin in 1 kg 
frischem Organ’) bzw. 
1 Liter Blutserum 


O ‘ieitchisals , 
_ mg hypophasische 
Begleiter”’) pro kg 

bzw. Liter 












































Blutserum (Vena jugularis) | 0,00 0,09 | 0,18 0,00 | 0,00 | 0,00 ' 
‘ (Vena portae) . — — | 0,21 — | — | 0,00 os 
Ieber......... | 0,88 | 281 | 0,97 | 002 | 02 0,03 f 
Fettgewebe 4,90 1,82 | — 0,89 | 0,11 — 1 
Niere . 014; — | — 0,20 | — _ 
Nebenniere 1,24 057 | — 2,16 | 0,00 — i 
Ae ee ae ee 0,03 —- j= 0,02 Ba — . 
a ee ee ee — — | 0,24 — | 0,01 
a 
Tabelle 2. : 
Totale Lipochrommenge im Kérper eines 1—2 Tage gehungerten, " 
mageren Pferdes (Wallach, 12 Jahre alt, Gewicht 600 kg). e€ 
Organ Frisches Gewicht Carotin Hyp rae Cc 
ke mg mg 
= Ra ae ae Serene merce erineiere tin \ 
Blutserum — 0,00 0,00 I 
Leber 5 1,15 0,10 
Fettgewebe . etwa 20—25 etwa 100 etwa 20 U 
2 Nieren . 1,1 0,15 0,22 li 
2 Nebennieren 0,04 0,05 0,09 
Lungen . 5 0,15 0,10 a 
Milz*) . 0,9 0,20 0,01 W 
1%) R. Kuhn u. H. Brockmann, a. a. O. b 
1%) Trockensubstanz fiir Lunge, Niere und Nebenniere 20—21 °/,, | 
Leber 30°/,. Das Fett gemisteter Tiere enthielt z. B. 96 °/, Atherlésliches, 
0,7 °/, Faserstoffe, 3,3°/, Wasser; dieselben Zahlen fiir ein abgehirmtes 
Tier: 55, 9 bzw. 36°,. 
°) Colorimetrisch als ,,Lutein“ gewertet; in manchen Fiillen chromato- B 
graphisch uneinheitlich. : 
21) Diese Angabe bezieht sich auf ein anderes Pferd. | ” 
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Uber den Lipochrominhalt der menschlichen Leber. 


Von 
L. Zechmeister und P. Tuzson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Pécs, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1935.) 


Im Hinblick auf die in der Leber stattfindende Umformung 
des Carotins zum Vitamin A, erscheint es von Interesse, die auf 
dem Wege des Blutkreislaufes in dieses Organ gelangten und dort 
festgehaltenen Polyene qualitativ und quantitativ genau zu kennen. 
Wir sind auf dieses, von anderer Seite bereits bearbeitete Thema 
im Verlaufe von Versuchen iiber das Menschenfettpigment auf- 
merksam geworden. Wie bereits mitgeteilt wurde!) und noch 
ausfiihrlicher belegt werden soll?), findet man im Depotfett des 
Menschen nebst Carotin auch farbkriftigere Polyene, welche bei 
summarischer Colorimetrie einen hohen, in Wahrheit gar nicht 
existierenden ,,Carotin“-Gehalt vortiuschen. Auf Grund dieser 
Erfahrung wurden die Lebern der nachfolgenden, schlieBlich 
chromatographischen *) Behandlung unterworfen. 

Das frisch nach der Sektion bezogene, gehackte und mit 
Weingeist wiederholt entwisserte Material‘) gab iiber Nacht sein 
Lipochrom gréBtenteils an Ather ab; der Rest wird der getrockneten 
und gemahlenen Masse mit Hilfe des gleichen Lésungsmittels 
leicht entzogen. Man verseift 2mal mit konzentriertem methyl- 
alkoholischem Kali, wihrend 16—20 Stunden, unter Stickstoff, 
wischt gut aus und Jést den Abdampfriickstand des getrockneten 
Atherauszuges in Benzin (Siedepunkt bis 90°). Nachdem das schein- 
bare ,,Carotin“ mikro-colorimetrisch ermittelt wurde®), haben wir 


1) Diese Z. 231, 259 (1935). 

*) Bull. Soe. Chim. biol. 17, (1935) [in Druck]. 

8) Zusammenfassendes vgl. z.B. bei L. Zechmeister, Carotinoide usw., 
Berlin, Julius Springer (1934). 

4) Die verarbeiteten Lebern stammen aus dem Pathologischen Institut 
unserer Universitit. Herrn Prof. B. v. Entz sowie Herrn Dr. B. Kellner 
sei auch an dieser Stelle gedankt. 

5) Methodik nach R. Kuhn und H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932). 
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mit 90°/,igem Methanol entmischt und den Farbstoffgehalt der 
beiden Schichten getrennt, auf Calciumhydroxyd, aus Benzin 
chromatographiert. Man eluiert die erhaltenen Farbscheiben 
einzeln mit holzgeisthaltigem Ather, engt im Vakuum ein (N,), 
miBt im Colorimeter und chromatographiert, wenn ndtig, die Benzin- 
lésung des Riickstandes noch einmal, um schirfere Spektren zu 
erhalten. 


Die Polyenkohlenwasserstoffe zerfielen hauptsichlich in zwei 
Zonen, von welchen die untere Carotin C,,H,, enthielt und zwar 
wohl vorwiegend das f-Isomere: die optischen Schwerpunkte 
lagen in CS, scharf bei 515 bzw. 483 wu. Der obere Farbring 
wird von Lycopin C,,H,, gebildet, das unseres Wissens in der 
menschlichen Leber bisher nicht nachgewiesen wurde. Nach 
Wiederholung des Adsorptionsversuches ergaben sich 547, 505 
baw. 475 wu als Extinktionsmaxima fiir diese Fraktion (CS,). Aus 
stark eingeengten und mit Alkohol versetzten Schwefelkohlen- 
stoff-Lésungen krystallisierte beim lingeren Stehen im Eisschrank 
etwas Lycopin aus, das wohl ohne besondere Schwierigkeit in 
eréBerem MaBstab gewonnen werden kénnte. Das Priparat bildet 
violettstichig-rote, zu Sternen gruppierte Prismen, deren mikros- 
kopisches Bild genau dem friiher mitgeteilten entspricht®). 

Auch das Chromatogramm der hypophasischen Farbstoffe 
weist in der Regel zwei Hauptzonen auf, von denen die obere 
offenbar Xanthophyll enthalt (optische Schwerpunkte in CS,: 
507,5, 476 uu; Kontrolle: Misch-chromatogramm mit Lutein), 
wahrend die tiefer haingengebliebene Fraktion kein deutliches 
Spektrum zeigt und aus angegriffenem Pigment besteht. 

Das Ergebnis der colorimetrischen Bestimmung der erwihnten 
Komponenten ist fiir 6 Lebern in der Tabelle zusammengestellt, 
deren Zahlenmaterial weitaus tiefer legt als die Literatur- 
Angaben: 

Die von H.v. d. Bergh, P. Muller und J. Broekmeyer’) 
verofientlichten Resultate sind in willkiirlichen Einheiten aus- 
gedriickt und entziehen sich einem Vergleiche. Vor 7 Jahren 
hat Ch. L. Connor§’) kurz angegeben, daB die Leber von Er- 
wachsenen 1,0—6,0 mg Carotin in 100 g enthilt, also rund 10 mal 
so viel, als von uns jetzt gefunden wird. Noch weit hoher liegen 


6) Zitiert in FuBnote 3; vgl. S. 289, Fig. 44 (1934). 
’) Biochem. Z. 108, 279 (1920). 
8) J. of Biol. Chem. 77, 619 (1928). 
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aber die neuesten Zahlen von F. Breusch und R. Scalabrino%), 


durch deren Untersuchung die Kenntnis der Leberlipoide ansonsten 
sehr bereichert wurde. 


Carotinoidgehalt von einigen menschlichen Lebern. 



































go] Be] in ME Nmltee | Somme 
™ a ‘. 
.| |S ie 
214] So) 2 5 |= | £€ |» m| chroms 
s|=/4 Todesursache ES 40 a/S/2)/2 3 & in der 
EIS] 2 Flam “1S )] S| &| & |e 8] cesamten 
Al 1d Oe = |S |8/m |8]° 
mgin} & | > | a/3 ie Leber 
a 8 lkg ba | & Kare (mg) 
1/37] 9] Empyema thoracis | 1600] 5,0 1,59/0,49 0,47 0,05/2,60] 4,16 
2/52] Q|Tumor cerebri. .| 1050] 6,3 |2,06/0,54 0,22 0,03/2,85] 2,99 
3]47] ¢|Coma diabeticum | 1340] 2,2 0,20 | 0,30 0,23 0,41) 1,14 1,53 
4139] 9] Ulcus ventriculi .} 1350] 4,4 [1,36 0,43 0,21 0,02/2,02] 2,73 
| 
5/67] d]lleus . . . . . .| 900] 2,8 0,20 0,24 0,24 0,01/0,69] 0,62 
6138} S| Abscessuscerebelli] 1300] 5,0 |1,45/0,45/0,14 0,06 2,10] 2,73 


*) Die Trockensubstanz betrug 6fters rund 27°/,. 
**) Bei der Colorimetrie wurde diese Komponente als ,,Lutein“ aus- 
gewertet. 


Nach der, von diesen Forschern verdéffentlichten Tabelle 
(72 Lebern), betrigt der Lipochromgehalt (,,im wesentlichen Carotin“) 
durchschnittlich 20—50 mg in 100g Frischleber; es gibt aber 
auch Ausnahmefille, in denen 456 bzw. 126 mg-°/, verzeichnet 
werden, also 4,56 bzw. 1,26 g pro kg. Bereits von den zitierten 
Mittelwerten werden unsere Zahlen etwa 100 mal iibertroffen. 
Zum Vergleich sei angefiihrt, daB in 100 g frischen Corpora lutea 
der Kuh z. B. 6 mg Carotin enthalten sind, in den Corpora rubra, 
welche als die carotinreichsten Stellen gelten, etwa 120 mg’). 


*) Z. exper. Med. 94, 569 (1934). — Es war hier nicht beabsichtigt, eine 
erschépfende Literaturiibersicht zu geben, immerhin sei folgendes vermerkt: 
L. K. Wolff hat 957 Lebern untersucht und Carotin gefunden, dessen ge- 
ringe Menge bei der Carr-Price-Bestimmung des A-Vitamins vernach- 
lissigt werden darf: Lancet 1932, 617. — Uberholt ist die in dem Hand- 
buch der normalen und pathologischen Physiologie Bd. III. B./Il, S. 656 
Berlin, Julius Springer (1927) in bezug auf die menschliche Leber referierte 
Ansicht: ,,Lipochrome werden nur selten angetroffen“. 

10) Vgl. bei R. Kuhn und H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 und zwar 
64 (1932). 
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Die Ursache der Divergenz darf zu einem kleineren Teile in 
dem farbkriftigen Lycopin erblickt werden, dessen Anwesenheit 
im Zeitpunkte der erwdhnten Arbeiten noch unbekannt war *%), 
Zur Untersuchung von F. Breusch und R. Scalabrino sei auBer- 
dem bemerkt, daB der gesamte Chloroformauszug der mit Na,SO, 
entwisserten Lebern, ohne weitere Reinigung stufenphotometrisch 
gemessen wurde. Nach hiesigen Erfahrungen verra’t aber schon 
die Farbnuance derartiger Lésungen eine braune Substanz, die 
nicht zu den Polyenen ziahlt. 

Gelegentlich unserer Versuche Nr. 5 und 6 (vgl. die Tabelle) 
wurde mit einem aliquoten Teil des Ausgangsmaterials die Extrak- 
tion nach dem Verfahren der genannten Autoren durchgefiihrt. 
Hierauf dampften wir im Vakuum ab, nahbmen den Riickstand in 
Benzin auf und ermittelten mikro-colorimetrisch 14,9 bzw. 18,9 mg 
scheinbares ,,Carotin“ pro Kilogramm Frischleber. Nun wurde 
verseift, wobei viel braune Substanz in die methanol-alkalische 
Schicht ging und auch auf Zusatz von Wasser und Ather in der 
unteren Phase verblieb. Man fiihrte die gesamten Polyene aus 
dem Ather in Benzin iiber und wiederholte die Colorimetrie, die 
aber nur mehr 2,1 bzw. 4,3 mg ,,Carotin“ ergab, also hinreichend 
genau die in der Tabelle verzeichneten Werte 2,3 bzw. 5,0 mg. 

Wie aus der vorangehenden Arbeit ersichtlich ist, liegt der 
Lipochromgehalt auch der Pferdeleber in der von uns ermittelten 
Gréfenordnung. Allerdings findet man dort einfachere Verhilt- 
nisse, da einerseits der Tomatenfarbstoff aus dem Futter fehlt 
und andrerseits die Polyenalkohole nicht in die Stoffzirkulation 
eintreten. Kine scharfe Konstanz der Werte ist bekanntlich in 
keinem Falle vorauszusehen, da auch das Leber-Lipochrom, je 
nach individueller Diit, Fettmenge, Alter und Gesundheitszustand, 
mannigfach beeinfluBt wird. 





't) Allerdings schreiben bereits F. Breusch u. R. Scalabrino: ,,Die 
Bestimmungsgenauigkeit des Carotins ist geringer, da in der Leber nicht 
nur Carotin, sondern auch andere Lipochrome .... vorkommen.... Unsere 
Lipochrombestimmungen sollen deshalb auch keine absoluten Bestimmungen 
mit Milligrammgenavigkeit sein, sondern mehr relative Vergleichswerte 
geben.“ 
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Untersuchungen zur pathologischen Physiologie des Infarkts. 
II. Die proteolytische Wirksamkeit des infarzierten Gewebes. 

















Von 


G. Borger und T. Mayr. 






(Aus dem Pathologischen Institut der Universitit Miinchen.) 






(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Mai 1935.) 


















In einem spontan oder kiinstlich von der Blutversorgung ab- 
geschnittenen Organ tritt, wenn es weiter im lebenden Organismus 
verbleibt, allmihlich eine Veriinderung ein, die offenbar den Zweck 
hat, den unbrauchbar gewordenen Teil aus dem funktionellen 
Verband des Gesamtkérpers auszuschalten. Zum Unterschied von 
einem dem Kérper entnommenen und auf diese Weise von dem 
Gesamtorganismus abgetrennten Gewebsstiick setzt bei der Aus- 
schaltung innerhalb des lebenden Kérpers nicht eine rasche 
Autolyse ein, die zu einer baldigen Auflésung des Gewebes fihrt, 
sondern es findet zunichst eine Art ,,Gerinnung“ des abgeschnirten 
Teiles statt, es bildet sich ein Infarkt, ein durch zellige Reaktion 
vom gesunden Gewebe abgegrenzter Nekroseherd. Die biologischen 
Vorgiinge, die zum Zustandekommen dieser Koagulationsnekrose 
fiihren, sind bisher unbekannt. 

Unsere Untersuchungen, die der Kliirung dieser Vorginge 
dienen sollen, haben sich zuniichst damit beschiiftigt, das Verhalten 
des reduzierten Glutathions in diesem Infarktgewebe zu studieren, 
weil Waldschmidt-Leitz die Meinung vertreten hatte, dab in 
solchen von der Sauerstoffzufuhr abgeschnittenen absterbenden 
Geweben eine Anhiufung von reduziertem Glutathion stattfinden 
miisse und dadurch automatisch das Kinsetzen der Proteolyse 
durch Aktivierung des Kathepsins die Folge sei’). Wir konnten 
in einer 1. Mitteilung dariiber berichten, daf im Infarktgewebe 
eine Vermehrung des reduzierten Glutathions nicht vorhanden ist, 
sondern daf im Gegenteil eine sehr rasche Abnahme stattfindet, 
so daB das reduzierte Glutathion nach 2—3 Tagen vollstandig 
verschwunden ist”). Auf dem Wege einer Aktivierungssteigerung 


1) Naturw. 18, 644 (1930). 2) Diese Z. 217, 255 (1933). 
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durch Sulfhydryl konnte also eine einsetzende Proteolyse nicht 
verursacht sein. Da wir aber nach unserer Kenntnis des morpho- 
logischen Verhaltens des infarzierten Gewebes iiberhaupt an dem 
Kinsetzen einer merkbaren Proteolyse zweifeln, beschaftigten sich 
unsere weiteren Untersuchungen mit der Wirksamkeit der im 
Infarkt vorhandenen proteolytischen Enzyme. 

Das infarzierte Gewebe zeigt, wie wir in der 1. Mitteilung 
schon kurz skizzierten, in der Regel nicht das Bild einer auto- 
lytischen Erweichung, wie wir sie als Wirkung der Gewebsproteasen 
bei der postmortalen Autolyse kennen. GewiB findet auch, wie 
dort, ein ,,Zell- und Gewebszerfall“ statt, insofern als das Gewebe 
nicht mehr sein physiologisches Aussehen hat, die Kerne und die 
Zellen vielfach klumpig und brécklig zerfallen und die feineren 
Strukturen sich lockern und verwischen. Histologisch zeigt auch 
eine postmortale Autolyse im Beginn dhnliche Verinderungen. 
Das Ergebnis, etwa nach 2—3 Tagen, ist aber bei beiden Vor- 
gingen sehr verschieden: bei der postmortalen Autolyse eine tat- 
sichliche Erweichung, bei der Infarktbildung eine Art ,,Gerinnung“, 
eine sogenannte Gerinnungsnekrose’). 

Wenn schon auf Grund dieser Beobachtungen das Zustande- 
kommen der Infarktnekrose nicht als reine Wirkung autolysierender 
Gewebsproteasen vermutet werden konnte, so sprach in der gleichen 
Richtung auch noch die Feststellung (vgl. 1. Mitteilung), daB das 
nekrotische Infarktgewebe deutlich alkalischer reagiert als normales 
Gewebe, also fiir die in erster Linie in Frage kommende Kathepsin- 
wirkung sehr ungiinstige Bedingungen autwies. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen stimmen mit diesen An- 
nahmen durchaus iiberein. Sie zeigen, daf die Kathepsinwirkung 
im Infarktgewebe mehr und mehr abnimmt, so daB z. B. die mit 
Blausiiure aktivierte Eigenspaltung des Glycerinextraktes von 
einem 24 Stunden alten Infarkt noch 26,4°/,, von einem 72 Stunden 
alten Infarkt nur noch 10,4°/, des Wertes des entsprechenden 
gesunden Gewebes ausmacht. In gleicher Weise nimmt auch die 
nichtaktivierte Eigenspaltung und die aktivierte und nichtaktivierte 
Gelatinespaltung ab. Auch die Wirksamkeit der Dipeptidase und 
der Polypeptidase ist im nekrotischen Infarktgewebe stark ver- 
mindert; sie ist aber nicht ganz so vom Alter des Infarktes ab- 


8) Von dieser hiiufigsten Form der Nekrose unterscheiden sich die so- 
genannten Verfliissigungsnekrosen, die fast nur im Zentralnervensystem 
auftreten, und die sekundiren zentralen Erweichungen in gréBeren Nekrose- 
herden, die einer gesonderten Bearbeitung bediirfen. 
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hingig. Die Dipeptidasewirksamkeit betrigt schon bei einem 
24 Stunden alten Infarkt nur mehr etwa 20°/, und bleibt auch 
bei alteren Infarkten auf dieser Héhe stehen, wihrend- die Poly- 
peptidasewirksamkeit etwa zwischen 30—60°/, des Wertes in 
normalen Organen schwankt. In einigen Fallen haben wir auch 
noch die Menge des reduzierten Glutathions festgestellt und die 
friiher mitgeteilte Abnahme im Infarkt bestiitigt gefunden. 

Das fiir die Enzymbestimmungen verwendete Infarktmaterial — 
durch Unterbindung der Arterie kiinstlich erzeugte Niereninfarkte 
bei Kaninchen und Spontaninfarkte von menschlichen Leichen — 
wurde regelmiBig histologisch untersucht; dies hat sich als sehr 
wichtig erwiesen, weil man nur dadurch ein Urteil dariiber ge- 
winnen kann, in welchem Zustand sich das untersuchte Gewebe 
befindet, wie weit die Nekrose fortgeschritten ist, ob eventuell 
Teile der unterbundenen Niere durch iibersehene Arterieniste 
weiter mit Blut versorgt wurden und deshalb nicht infarziert sind 
usw. Es gelang auf diese Weise auch das Zustandekommen einer 
Reihe von Werten, die von den anderen abwichen, zu kliren. 
So war z. B. bei Fall Nr. 9 in Tab. I nur ein Teil der Niere in- 
farziert; ein anderer, von einem eigenen nicht unterbundenen 
Arterienast versorgter Teil ergab Spaltungswerte, die das 4—6 fache 
des Wertes der normalen Niere betrugen. Die histologische 
Untersuchung zeigte, daB dieser Teil sehr stark entziindet war, 
insbesondere auch schwere eitrige interstitielle Entziindung mit 
zahlreichen Leukocyten aufwies, auf die wohl die erhéhte Spaltungs- 
fihigkeit zuriickgefiihrt werden darf. In Fall Nr. 2 ergab sich, 
daB ein nichtinfarzierter Teil histologisch kaum Verinderungen 
zeigte; die Spaltung war auch nahezu normal. Bei Kaninchen 6 
dagegen war zwar die gesamte Rinde infarziert, ein Teil des 
funktionell von ihr abhingigen Nierenmarkes aber nicht; in diesem 
Fall war auch die enzymatische Wirksamkeit des zwar nicht 
nekrotischen, aber doch auch funktionell ausgeschalteten und 
morphologisch geschidigten Gewebsteiles um etwa 50°/, ver- 
mindert. 

Die Untersuchungen zeigen also eindeutig, dab in den ab- 
gestorbenen nekrotischen Infarktgeweben eine starke 
Herabsetzung der proteolytischen Wirksamkeit vorhanden 
ist. Der in den reinen Fallen (bei kiinstlichen Infarkten) nach 
etwa 72 Stunden noch iibrigbleibende Rest der Kathepsinwirkung 
von etwa 10°/, gegeniiber der Spaltung in normalen Nieren kann 
auf das Vorhandensein einer Zone lebender Zellen am Rande des 
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nekrotischen Gewebes bezogen werden, so daf in véllig nekrotischem 
Gewebe mit groBer Wahrscheinlichkeit iiberhaupt keine Kathepsin- 
wirkung mehr vorhanden ist. Die Abnahme der Wirksamkeit 
kann natiirlich auf einer Zerstirung des Enzyms beruhen, sie 
kénnte aber auch daher kommen, daB das Enzym zwar nicht 
zerstért, aber durch irgendwelche im Verlauf der Infarkt- 
bildung neugeschaffenen Umstiinde in seiner Wirksamkeit ge- 
hemmt wird. 

Zunichst war es notwendig festzustellen, ob etwa die ver- 
minderte Enzymwirkung im Infarkt einfach dadurch vorgetiiuscht 
wird, daB bei der Extraktion das Enzym in dem nekrotischen 
Gewebe fixiert bleibt und nicht in den Glycerinextrakt iibergeht. 
Zur Entscheidung dieser Frage haben wir die Autolyse des Ge- 
websbreies von normaler Niere mit der von infarziertem Nieren- 
gewebe verglichen und gefunden (‘l'ab. IJ), daB die letztere deutlich 
langsamer verliuft und erheblich geringere Endwerte (1/,—1/, der 
normalen) aufweist. Es zeigen diese Versuche, da8 die Wirksam- 
keit des Enzyms auch im Gewebe selbst ebenso vermindert ist 
wie im Extrakt und daB auch wihrend der autolytischen Auf- 
spaltung des Gewebes keine stiirkere Enzymwirkung (etwa durch 
Freigabe des im Gewebe fixierten Enzyms) auftritt. Ferner haben 
wir von den Glycerinextrakten Trockenpriiparate angefertigt, um 
einen Teil der etwa vorhandenen Hemmungskérper zu _ beseitigen, 
mit dem Ergebnis (Tab. II]), da der Trockenextrakt des Infarkt- 
gewebes nur bis héchstens 5°/, der Wirksamkeit des Trocken- 
praparates vom Normalgewebe hatte. Um eine veriinderte Spalt- 
barkeit des InfarkteiweiBes auszuschlieBen, lieBen wir Papain auf 
Brei von normalem und nekrotischem Nierengewebe einwirken; 
es zeigte sich hierbei (Tab. IV) eindeutig, daB die Wirksamkeit 
des Papains gegeniiber Infarktgewebe als Substrat nicht geringer 
ist als gegeniiber Normalgewebe. 

Durch diese Beobachtungen gewinnt man also zum mindesten 
den Eindruck, daB im Verlauf der Infarktbildung die proteolytischen 
Enzyme zerstért werden. Da8 eine gewisse geringe Enzymwirkung 
auch in ilteren Infarkten noch vorhanden ist, spricht nicht da- 
gegen; sie kann — wie oben schon ausgefiihrt — daher kommen, 
da8 auch in diesen nekrotischen Bezirken an der Grenze gegen 
das Gesunde ein Wall von normalen, zum Teil eingewanderten 
Zellen vorhanden ist, oder — bei unseren menschlichen Spontan- 
infarkten z. B. — auBerdem noch Organisationsvorginge, an denen 
gesunde Zellen beteiligt sind, sich abspielen. 
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Ob die proteolytischen Enzyme vielleicht bei der Einleitung 
der Infarktbildung im Sinne einer beginnenden und bald wieder 
abgestoppten Autolyse eine Rolle spielen, ist uns noch nicht ganz 
klar. Man darf sich — als Arbeitshypothese — den Vorgang 
der Infarktbildung vielleicht so vorstellen: das durch Abschniirung 
von der Blutversorgung zugrunde gehende Gewebe, das fiir den 
lebenden Organismus funktionell wertlos geworden ist, darf nicht 
— wie bei der postmortalen Autolyse — durch seine Gewebs- 
proteasen abgebaut werden, weil der Organismus sonst plétzlich 
durch gréSere Mengen parenteral zu resorbierender KiweiBabbau- 
produkte geschidigt wiirde. Der Abbau des nekrotischen Ge- 
webes wird also zuniichst durch Zerstérung der autolytischen 
Kraft der Gewebsenzyme verhindert. Erst spiiter, in dem MaBe 
als durch Substituierung des nekrotischen Gewebes durch ein- 
wachsendes Bindegewebe aus dem Infarkt eine Narbe gebildet 
wird, erfolgt dann ein Abbau des abgestorbenen Gewebes so lang- 
sam, daB der Organismus nicht durch eine Resorption gréBerer 
Mengen von EiweiSabbauprodukten Schaden leiden kann. 

Wodurch die Zerstérung der autolytischen Wirksamkeit der 
Gewebsproteasen erfolgt, ist noch unklar. Ungeklirt ist ferner, 
ob die proteolytischen Enzyme im Infarkt wirklich zerstért sind 
oder etwa eine Modifikation ihrer Wirksamkeit erfahren haben; 
schlieBlich bedarf auch das Auftreten der stiarker alkalischen 
Reaktion und deren Folgen im nekrotischen Gewebe noch der 


Aufklirung. 
Versuchsteil. 


Die zur Untersuchung verwendeten Infarkte wurden durch Unter- 
bindung der Arteria renalis bei Kaninchen und Hunden (in Athernarkose) 
kiinstlich erzeugt. Zum Vergleich diente jeweils die gesunde Niere des 
gleichen Tieres. Alle Infarkte wurden ebenso wie die normalen Gewebe 
histologisch untersucht, so daB tatsiichlich die beabsichtigten Verinderungen 
zur Untersuchung kamen. Die menschlichen Organteile entstammten Sektions- 
material. Fiir die Spaltungen wurde ein Glycerinextrakt hergestellt 
aus einem Teil Gewebsbrei, einem Teil Wasser, einem Teil m/3-Acetat- 
puffer py = 5,0 und drei Teilen 87°/,igem Glycerin; diese Mischung wurde 
2 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt und weitere 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur extrahiert, zentrifugiert und durch Organfilter filtriert. 

Fiir die Versuche mit Trockenextrakt wurden die Glycerinextrakte 
mit Aceton und etwas Alkohol gefillt und mit Ather getrocknet. 

Die Aktivierung mit HCN und reduziertem Glutathion wurde ohne 
Einschalten einer sogenannten Vorbereitungszeit vorgenommen, wie dies 
bei eiweiBreichen Extrakten notwendig ist (vgl. Mayru. Borger, Biochem. 


Z. 273, 56 (1984). 
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252 G. Borger und T. Mayr, 


Als Eigenspaltung bezeichnen wir die Spaltung des im Glycerin- 
extrakt enthaltenen organeigenen EiweiBes durch das im Glycerinextrakt 
enthaltene Enzym. Es wiire unzweckmifig, beim Substratversuch diese 
Eigenspaltung etwa als ,,Leerwert“ abzuziehen; bei diesen eiweiBreichen 
Ausziigen ergibt die Eigenspaltung oft ebenso groBe Werte wie die Substrat- 
spaltung und laBt interessante Schliisse zu iiber die Enzymwirkung auf 
organeigenes und organfremdes EiweiB. 


Tabelle II. 


Vergleich der Autolyse von normalem und infarziertem Gewebe. 


Der Gewebsbrei wurde im Verhiltnis 1:5 mit Wasser verdiinnt, mit einigen 
Tropfen Toluol versetzt und dann bei 40° autolysiert. Zur Mikro-N,-Be- 
stimmung nach van Slyke wurden je 0,9 ccm abpipettiert. Die Werte 
geben den Zuwachs an mg Amino-N in der Analysenprobe von 0,9 cem an. 








rn : Infarktniere nach 23 Stunden 
1. Normale Niere Unterbindung 


Versuchszeit .| on |1ng20’| 18h | 25h (42h | on 1hg0’) 18h | 25h | 4gn 





ee 6,5 16,7 |6,3 (6,5 |6,6 | 6,8 |7,1 (7,2 |7,1 | 7,2 
Zuwachs an | | | | 
Amino-N in mg] — |0,087/0,458/0,478 0,480] — |0,00 | 0,033/0,181/ 0,228 
| . Infarktniere nach 72 Stunden 
2. Normale Niere Unterbindung 
| | | 
Versuchszeit .| OP | 15h) 62h; — | — Oh | 15h | 62h | — | — 
6,5 6,9 |6,8 — | — | 47,7 /4,8 | 


PH Me: oe 
Zuwachs an | | | 
Amino-N inmg| — /0,380/0,632} — | — | — /0,104/0,133 
Tabelle IIL. 
Trockenpriparate aus normalem und infarziertem Gewebe. 
Trockenpulver aus 3,6 ccm Glycerinextrakt, 0,35 cem m/3-Citratpuffer py = 4,0. 
Gesamtvolumen = 3,0ecem. Analysenprobe 0,9cem. Mikro van Slyke. 


Gelatinezusatz: 0,60 ccm 10°/,ige Gelatine (py, = 4,0). Aktivierung durch 
reduziertes Glutathion (0,005 mol im Ansatz). 40° 24 Stunden. 



























































2 Eigenspaltung Gelatinespaltung 
“12 * roy ~ 9 
2/@ | 8 lad) § jad] 8 jaca] 8 lag 
Art Silo] Ss (Ah) & |i] & [sm] & | bo 
acc'Goweves 121446 \5-| 2 27] 2 (20! 2 ie 
es Gewebes | & Fa = |l@a/ SZ gg] 4 er = eg 
plo] S las] S [me] S jak] o la 
£ Rig jel] # lal ga laa] & [eA 
ot ee Fc: pad) F&F Ec] 6 |8d] & |S 

Kaninchen | | 
Niere normal 6,79 | 0,364; — | 0,820, — |0,373; — | 0,580; — 
Niere Infarkt |725]|7,12]0,0 | — | 0,039) 4,7 |0,014/ 3,7 |0,031/ 5,3 











Auch im Trockenpriiparat zeigt das Infarkitgewebe eine stark ver- 
minderte Spaltung gegeniiber dem Normalgewebe. 
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Tabelle IV. 


Vergleich der Spaltbarkeit des Gewebebreies aus normalem und 
infarziertem Gewebe durch Papain. 


Gewebsbrei mit 4 Teilen Wasser verrieben, davon die Hilfte mit —— 
versetzt (100 mg auf 5 ccm). Nach 24 stiindigem Aufenthalt im Thermostaten 
(40°) Amino-N-Zuwachs in 0,5 cem des Ansatzes nach van Slyke bestimmt. 














N i Infarktniere 72 Stunden 
sree senaiaan nach Unterbindung 
ohne | mit |r ohne | mit (| yz. 
| Papain: | Papain Differenz Papain | Papain amen 
Zawachs an 0,880 | 2,173 1,293 | 0,086 | 1,649 | 1,568 
Amino-N — | 





Diese Versuchsanordnung hatte den Zweck Sionueabidtiin, ob etwa das 
InfarkteiweiB gegeniiber einer enzymatischen Spaltung widerstandefihiger 
sei. Die Werte zeigen, da8 das nicht der Fall ist, sondern da das Infarkt- 
eiweiB durch Papain mindestens ebenso gut gespalten wird als das EiweiB 
der normalen Niere. 


Die Untersuchungen wurden ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der Miinchner Universitits- 
gesellschaft. 


Berichtigung 


zu Martha Sobotka, Wilhelm Halden u. Ferdinand Bilger: 
Zur Kenntnis des Fett- und Lipoidstoffwechsels der Hefen. IV., 
Diese Z. Bd. 284, S. 1 (1935). 


Seite 5, Zeile 11 v. u., letzte Zahlenkolonne, lies: 5,76 statt 6,76. 
Ferner ,, 11, , 9 v. u., letzte Rubrik, lies: — 4,84 statt +. 
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Einwirkung der Adenylsduredesaminase auf Co-Zymase. 
Zur Kenntnis der Co-Zymase. VII. 


Von 
K. Myrbiick und B. Ortenblad. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm). 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1935.) 


Es wurde in friiheren Arbeiten gezeigt+), daB die Co-Zymase, 
die nach Kuler und Myrbick?) ein Derivat einer Adenylsiure, 
und zwar der sogenannten t-Adenylsiure, ist, vermutlich so ge- 
baut ist, daB eine der OH-Gruppen des Phosphorsiurerestes der 


Adenylsiiure mit einem Stoff R durch eine Ester- oder ahnliche™ 


Bindung verbunden ist. Dies wurde u. a. daraus geschlossen, daf 


die reinsten Co-Zymasepraparate bei der Neutralisierung mit® 


Lauge gegen Phenolphthalein nur ein Aquivalent Lauge ver- 
brauchen, wo die freie t-Adenylsiiure zwei verbraucht. Es konnte 


weiter gezeigt werden, da8 durch kurze Erhitzung schon in sehr& 
und vu 


schwach alkalischer Liésung eine Verinderung im Co-Zymase- 
molekiil eintritt, wodurch eine mit Lauge gegen Phenolphthalein 
titrierbare saure Gruppe entsteht. Die sauren Kigenschaften dieser 
Gruppe wiirden etwa einer Saiure mit der Dissoziationskonstante 
K = 10~° entsprechen. Es lag dann nahe anzunehmen, daB bei 
dieser Umlagerung in alkalischer Lésung, die mit der totalen 
Inaktivierung der Co-Zymase verbunden ist, eben die Bindung 
zwischen dem Stoff R und der Adenylsiiure gelést wird, wodurch 
also die zweite OH-Gruppe des Phosphorsiurerestes frei werden 
sollte. Als einfachste Arbeitshypothese wurde also angenommen, 
daB die Inaktivierung in alkalischer Lésung in der Absprengung 
des Restes R von der Adenylsiure besteht. Méglich ist aber 
selbstverstiindlich auch, daB die saure Gruppe an einer anderen 
Stelle des Molekiils (und zwar vermutlich im Rest R) entsteht, 
und daf die Bindung Adenylsiure-R bei der Alkaliinaktivierung 
nicht gelést wird. Gewisse Beobachtungen scheinen auch fiir 
diese Deutung zu sprechen: 


1) Myrbiack, Diese Z. 225, 199 (1934). 
*) Vgl. Zusammenfassung in Erg. d. Enzymforschung II, 139 (1933). 
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Einwirkung der Adenylsiuredesaminase auf Co-Zymase. 955 


1. Wir haben mehrmals versucht, aus mit 0,02 n-NaOH kurz gekochten 


| Co-Zymaselésungen Adenylsiure in reiner Form darzustellen, was keine 


besonders schwierige Aufgabe sein sollte. Aus Bleisalzen usw. wurden 
aber immer Lésungen der entsprechenden freien Siure erhalten, die nicht 
krystallisieren wollten, obgleich die t-Adenylsiure gut krystallisiert. Die 


_ mit passenden Mengen von Aceton oder anderen Lisungsmitteln ausge- 


fillten amorphen Priparate hatten gar nicht die Zusammensetzung der 


| Adenylsiure, sondern enthielten viel zu wenig Phosphor und Stickstoff. 
Nun ist ja zwar t-Adenylsiure von F. Lindner’) aus Hefe dargestellt 


worden, aber erstens mu8 sie ja nicht unbedingt aus der Co-Zymase 
stammen, und zweitens wurde bei der Isolierung sehr lange Zeit in neu- 
traler und in alkalischer Lésung erhitzt. 

2. Uranylazetat fiallt Nucleotide und fillt auch die Co-Zymase quan- 
titativ (wenigstens aus vorgereinigten Lésungen). Man kénnte dann er- 


_ warten, daB nach Alkaliinaktivierung die Adenylsiiure, wenn sie wirklich 


von dem Stoff R gelést wird, durch Uranylacetat gefillt werden sollte, der 
Stoff R dagegen in der Lésung bleibt. Zwar kann es das Ungliick wollen, 


- daB auch der Stoft R durch Uranylacetat fallt, aber dagegen sprechen gewisse 


Beobachtungen iiber die Fillbarkeit spontaninaktivierter Co-Zymaselésungen. 


_ Nun kann man leicht, weil der Stoff R eine groBe und bequem zu be- 


stimmende Reduktionswirkung zeigt, bestimmen, ob bei einer Fillung R 
sich in der Fallung oder im Filtrat befindet. In mehreren Versuchen wurde 
festgestellt, daB durch die Alkalierhitzung in der Fiillbarkeit des redu- 


_ zierenden Restes durch Uranylacetat nichts veriindert wird, was so gedeutet 


wird, daB der Rest R bei der Alkalierhitzung nicht abgelést wird. 

8. Da der Rest R eine auBerordentlich labile Konstitution besitzt 
und u. a. stark reduziert, lift sich sehr wohl denken, dab aus ihm, z. B. in 
alkalischer Lésung, durch Umwandlung einer Ketogruppe eine saure Gruppe 
entsteht. 

Um ein fiir allemal festzustellen, ob bei der Inaktivierung 
der Co-Zymase durch kurze Erhitzung in 0,01 n-Alkali freie Adenyl- 
siure gebildet wird, haben wir die Kinwirkung der sogenannten 
Adenylsiuredesaminase*) auf aktive und inaktivierte Co-Zymase 
untersucht. Diese Desaminase zeichnet sich bekanntlich durch 
eine weitgehende Spezifitiit aus, indem schon ein Rohextrakt nur 
t-Adenylsiure und Adenosin angreift. Es konnte dann erwartet 
werden, daB das Ferment auf die aktive Co-Zymase ohne Wir- 
kung sein sollte, daB es dagegen das in alkalischer Lésung inakti- 
vierte Co-Ferment desaminieren sollte, wenn bei der Alkalinakti- 
vierung die Co-Zymase in Adenylsiure und Rest R gespalten wird. 
Die Fermentlésung wurde nach G. Schmidt’) aus Kaninchen- 


muskulatur gewonnen. 


1) Diese Z. 218, 12 (1938). 
2) G. Schmidt, Diese Z. 179, 243 (1928). 
3) a. a. O. 256. 
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256 K. Myrbiack und B. Ortenblad, 


Fiir die folgenden Versuche kam eine Co-Zymaseliésung 626 
zur Anwendung. Sie enthielt 478 Co-Kinheiten und 4,93 mg 
Trockengewicht pro Kubikzentimeter. Reinheitsgrad somit 
ACo = 97000. Die Trockensubstanz enthielt 7,42 °/, P (keine 
anorganische Phosphorséure) und 14,93 °/, N. Nach der Purin- 
stickstoffbestimmung durch Fillung des Hydrolysats mit Ag,SO, 
in schwefelsaurer Loésung waren 60,2 °/, des Totalstickstoffes 
Purinstickstoff (Adenin). Die Aziditit der Versuchsmischungen 
wurde mit 10 °/, Phosphatpuffer vom p,, = 6,3 eingestellt. Die 
Ammoniakbestimmungen wurden in dem von Embden anp- 
gegebenen Apparate durch Vakuumdestillation bei 30° Badtempe- 
ratur und Zusatz von reinem MgO ausgefiihrt. Die Aktivitit des 
Fermentes gegeniiber Muskeladenylsiiure wurde sowohl vor wie 
nach den Co-Zymaseversuchen festgestellt. Wihrend 2 Wochen 
unter Toluol bei etwa 7° hatte sich die Aktivitit nicht nennens- 
wert geiindert. (Vgl. unten.) 


I. Proben ohne Co-Zymase. Versuchsmischung: 8 ccm Ferment- 
lésung, 2 ccm Puffer, 20cem Wasser, Toluol. Nach verschiedenen Zeiten 
Ammoniakbestimmung. Pro Kubikzentimeter Fermentlésung wurde gefunden: 








Nach Stunden... | 0 | 2 | 48 











mg NH, ...... 0,026 | 0,031 0,031 0,031 


II. Versuche mit aktiver Co-Zymase. Versuchsmischung: 4 ecm 
Ferment, 2ccm Puffer, 3 eem aktive Co-Zymaselésung, 11 eem Wasser, Toluol. 
Proben von 5 ccm zu den Ammoniakbestimmungen. Gefunden wurde: 





Nach Stunden..... | 0 | 2 | 55. 


aa | 0,031 | 0,050 | 0,050 





Dies bedeutet, daB die Ammoniakmengen pro Kubikzentimeter Co- 
Zymaselésung waren: 


Se 0,006 mg oder 0,8 °/, vom Gesamt-N 
nach 1—2 Tagen .. 0,024 ,, - 3%, « 


”? 


Durch die Wirkung der Desaminase sind also 2,5 °/, des 
Gesamtstickstoffes in der Form von Ammoniak abgespalten 
worden. Bei diesem Wert bleibt die Desaminasewirkung stehen. 
Nach der Purinstickstoffbestimmung konnte eine Abspaltung von 
12 °/, vom Gesamt-N erwartet werden. Es steht also fest, daB 
die Adenylsiiuredesaminase die aktive Co-Zymase nicht desami- 
niert. (Die kleine gebildete Ammoniakmenge stammt mit Sicher- 
heit aus freier Adenylsiure, die héchst wahrscheinlich in 
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Co-Zymasepraparaten mittleren Reinheitsgrades als Verunreinigung 
vorhanden ist.) Die obigen Versuche sind auch ein Beweis dafiir, 
daB das in den reineren Co-Zymasepriparaten zum gréBten Teil 













ine § eingehende Adenin-Mononucleotid nicht ganz einfach verun- 
in- — reinigende t-Adenylsiure ist, sondern ein Derivat davon, das von 
0, § der sehr spezifischen Desaminase nicht angegriffen wird, das aber 
Tes durch chemische Mittel in Adenylsiure iibergefiihrt werden kann 
ren ff (z. B. bei der Desaminierung mit Nitrit in 50 °/, Essigsiure). 

die Selbstverstindlich ist von gréBtem Interesse zu untersuchen, 
\n- ob sich bei der Behandlung mit Adenylsiuredesaminase die 
ye Aktivitiit der Co-Zymase aindert. Dies war nun nicht ohne weiteres 
les ausfiihrbar, denn es zeigte sich, daBb die Desaminaseliésung, wie 
vie auch zu erwarten war, Stoffe (KiweiB?) enthilt, die bei den 





Girungsversuchen als Hemmungsstoffe!) wirken. Zwar konnte 
durch Erhitzen der Liésungen die Wirkung der Hemmungskérper 
durch Koagulation der Eiweifstoffe gréBtenteils ausgeschaltet 
werden, die Giirungsversuche zeigten aber trotzdem weniger gute 
Ubereinstimmung zwischen Parallelproben. Immerhin zeigen die 
Versuche ganz klar, daB z. B. durch 24-stiindige Behandlung mit 
der Desaminase die Aktivitaét der Co-Zymase nur ganz unwesent- 
lich abnimmt. Beispiel: Dieselbe Versuchsmischung wie oben. 
Co-Einheiten pro Kubikzentimeter Co-Zymaselésung gefunden: 














Nach 55 Stunden 




















m 
i. Sofort —— ~ 
Ohne Erhitzung Nach Erhitzung auf 80° 

478 320; 330 450; 370 








Die aktive Co-Zymase wird also durch die Adenylsiiure- 
desaminase weder desaminiert noch inaktiviert. 










III. Versuche mit inaktivierter Co-Zymase. 3 ccm Co-Zymase- 
lésung + 9 cem 0,0122 n-NaOH wurden wiihrend 5 Minuten im kochenden 
Wasserbade erhitzt. Dabei tritt vollstiindige Inaktivierung ein. Nach Ab- 
kiihlen wurde mit 2 ccm Schwefelsiure neutralisiert, dann 2 cem Puffer und 
4cecm Desaminaselésung zugesetzt. Folgende Mengen Ammoniak-N pro 
Kubikzentimeter Enzym wurden gefunden: 







ae .. 0,015 mg oder 2,0 °/, vom Gesamt-N 
nach 48 Stunden . . 0,036 ,, _ £07 « " 





Ahnliche Versuche gaben dasselbe Resultat. Wir sehen also 
erstens, daB beim Kochen in der alkalischen Lisung etwas NH, 










1) Vgl. Myrbick, Diese Z. 149, 52 (1925). 





958 Myrbick u. Ortenblad, Einwrkg. d. Adenylsiuredesaminase usw. 


abgespalten wird, was schon friiher beobachtet wurde’), zweitens, 
da8 die Desaminase keine gréBere Wirkung hat auf die inakti- 
vierte Co-Zymase als auf die aktive. Dies diirfte der endgiiltige 
Beweis dafiir sein, daB bei der Inaktivierung durch kurzes Kochen 
in schwach alkalischer Lésung (0,01 n.), keine freie Adenylsiure 
entsteht, mit anderen Worten, daB dabei der Rest R von der 
Adenylsiure nicht abgelést wird. 


IV. Wirkung der Desaminase auf Muskeladenylsaure. Folgender 
Versuch wurde nach den obigen ausgefiihrt: 4,70 mg krystalli- 
sierte Muskeladenylsiture wurden in 5 ccm 0,01 n-NaOH geliést, 
dann 2,67 ccm Desaminaselisung, 0,67 ccm Puffer und 1,66 ccm 
Wasser zugesetzt. Nach 23 Stunden bei 30° wurde NH, be- 
stimmt. Nach Abzug des NH,-Wertes der Enzymlésung wurden 
in der Mischung 0,161 mg Ammoniak-N gefunden. Theoretisch 
kénnen 0,189 mg gebildet werden, so da also nicht weniger als 
85,3 °/, des Aminostickstoffes freigesetzt waren. Die angewandte 
Enzymlésung war also stark aktiv. 


V. Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke”). In demselben 
Co-Zymasepriparat wurde Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. Nun 
verliuft ja die Desaminierung der Aminopurine sehr triige, so daB die 
Einwirkungszeit so lang gewaéhlt werden mu8, da8 erstens die O-Proben 
weniger gut iibereinstimmen, zweitens auch andere Zersetzungen eintreten 
kénnen als die normale Desaminierung. Wir verfuhren so, da8 in dem 
gewohnlichen Mikro-van Slyke-Apparat zuerst nach Einfillen der Substanz 
5 Minuten geschiittelt wurde, dann 2 Stunden gewartet, dann wieder 
5 Minuten geschiittelt, dann wie gewéhnlich verfahren. Dabei erhielten 
wir einen Aminostickstoffgehalt des Priiparates 626 von 25 °/, vom Gesamt- 
stickstoff, ein Wert, der mit Hinsicht auf den Purinstickstoffgehalt des 
Priiparates hoch erscheint. Undenkbar ist natiirlicherweise nicht, dab die 
Co-Zymase neben der Aminogruppe des Adenins noch eine Aminogruppe 
enthilt, aber andererseits sind ja auch neben der Co-Zymase Verunrei- 
nigungen im Priparat vorhanden, die Aminostickstoff enthalten kénnen. 

Wir erinnern daran, daB durch die Alkaliinaktivierung das Verhalten 
der Co-Zymase bei der van Slyke- Bestimmung nicht gedndert wird.’) 





1) Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 233, 92 (1935). 
*) Myrbick u. Euler, Diese Z. 203, 151 (1931). 
8) Myrback u. Ortenblad, a.a. O. 
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Uber Oxydation und Reduktion der Co-Zymase. 
Zur Kenntnis der Co-Zymase. IX. 


Von 


K. Myrbiick. 






(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1935.) 





Se 

Vor einiger Zeit konnte ich mitteilen'), da alle bisher 
untersuchten Co-Zymasepriparate, sowohl aus Hefe wie aus 
tierischen Organen”) gewonnene, eine stark reduzierende Ver- 
bindung enthalten. Es konnte auch in verschiedenen Richtungen 
wahrscheinlich gemacht werden, daB die reduzierende Gruppe 
dem aktiven Co-Zymasemolekiil zugehért und sogar fiir die Aktivitit 
von ausschlaggebender Bedeutung ist. Simtliche spiiter nach 
verschiedenen Isolierungsmethoden gewonnene Priparate haben 
dieselben charakteristischen Kigenschaften gezeigt. In folgender 
Tabelle finden wir die bei der Reduktionsbestimmung nach Will- 
stitter und Schudel gewonnenen Werte fiir einige Priiparate. 
Die Werte sind wie friiher als ,,°/, Glucose“ berechnet. Angefihrt 
sind die Werte der aktiven sowie der durch dreiminutiges Er- 
hitzen in 0,01n-NaOH inaktivierten Lésungen (,,Alkalilabile bzw. 
stabile Reduktion“), 
























































ee 
Nr. ACo . 
vor Erhitzung | nach Erhitzung Reduktion 
634 < 10000 83,6 65,8 21 
640 16 500 24,2 15,7 35 
625 44 000 81,4 33,2 59 
642 57 000 62,5 41,3 84 
636 60 000 125,6 69,8 44 
489 61 000 88,1 44,0 50 
635 85 000 107,3 52,4 51 
486 90 000 67,4 33,0 51 
626 94 000 101,1 46,6 54 
479 120 000 17,5 35,0 55 














1) Diese Z. 233, 95 (1935). 4) Diese Z. 233, 154 (1935). 
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Die Zahlen stimmen ganz mit den friiher mitgeteilten iiberein. 
Die reineren Praparate zeigen eine Reduktion, die einem schein- 
baren Glucosegehalt von 75—125°/, entsprechen, wovon nach der 
Inaktivierung in schwach alkalischer Liésung rund }/, erhalten 
bleibt. Die Unterschiede zwischen den Priaparaten beruhen, wie 
friiher auseinandergesetzt wurde, zweifelsohne darauf, daf auch 
die Praparate von einem Reinheitsgrad ACo = etwa 100000 mit 
viel inaktiviertem Co-Enzym vergesellschaftet sind. Sehr deutlich 
sieht man z.B. den Unterschied zwischen den schwach aktiven 
Priparaten 634 und 640. Davon ist 640 eine nur oberflichlich 
vorgereinigte Lésung, die viel fremde Stoffe enthalt, wihrend 634 
mit der hohen, gréBtenteils stabilen Reduktion eine sehr weit- 
gehend gereinigte, aber spontan inaktivierte Lésung ist. 


Il. 


Die bisher bekannt gewordenen Tatsachen iiber die chemische Natur 
der Co-Zymase sind mit der Annahme im Einklang, da8 sie eine Verbindung 
ist der ¢-Adenylsiiure mit einem Stoff R, der eine in alkalischer Lésung 
stark reduzierende Gruppe enthilt. Da8 die leichte Oxydierbarkeit der 
Co-Zymase durch gewisse Reagentien mit der spezifischen Wirkung der 
Co-Zymase bei der enzymatischen Dehydrierung in Zusammenhang steht, 
kann angenommen werden, insbesondere weil gezeigt werden konnte, daB 
die Inaktivierung der Co-Zymase bei héheren Temperaturen bedingt ist 
durch die Umwandlung der reduzierenden Gruppe. Charakteristisch fiir 
die aktive Co-Zymase ist also die Labilitiit der reduzierenden Gruppe. Sie 
wird z. B. durch zweiminutiges Erhitzen bei 100° in 0,01n-Lauge vdllig 
zerstért. Die chemische Natur dieser labilen reduzierenden Gruppe ist 
noch nicht klar. Es liegt nahe, an eine Ketogruppe zu denken. Alle Ver- 
suche, mit verschiedenen Phenylhydrazinen charakteristische Verbindungen 
zu bekommen, sind aber bisher resultatlos geblieben. Es wurde auch in 
verschiedenen Richtungen hin versucht die Gruppe indirekt zu kennzeichnen. 
Im folgenden wird iiber Versuche zur Reduktion der Gruppe berichtet. Es 
lag ja nahe zu vermuten, daB die Gruppe reduzierbar sein sollte. 


1. Lésung 625 (ACo = 44000) wurde mit Na-Amalgam ge- 
schittelt. Ab und zu wurde mit H,SO, neutralisiert. Nach 
dieser Behandlung hatte sich das Verhalten der Liésung gegen 
Hypojodit stark verindert. Der Jodverbrauch wurde sowohl vor 
wie nach Erhitzen der Liésung in 0,02n-Alkali bestimmt. Im 
folgenden ist wie frither die Reduktion als .,Glucose“ berechnet: 








mg Glucose 





nicht red. Lésung ! reduzierte Lésung 7 


Ohne Erhitzung ..... 0,795 


0,613 





Nach Erhitzung ..... 0,389 0,566 
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Wihrend also die Gesamtreduktion etwas abgenommen hat, 
ist der alkalistabile Teil der Reduktion stark vergréBert worden. 
Girungsversuche zeigten, daB durch die Amalgambehandlung 
starke Inaktivierung eingetreten war. Es ist aber in diesem Fall 
schwer zu sagen, wieviel von der Inaktivierung durch den Wasser- 
stoff und wieviel durch die manchmal eingetretene alkalische 
Reaktion bedingt ist. Man miiBte also versuchen, die Co-Zymase 
unter Bedingungen zu reduzieren, wo sonst keine Inaktivierung 
eintritt. Dies kann auch leicht ausgefiihrt werden, z. B. durch 
Behandlung der Liésungen mit Mg in saurer Lisung. Die Ver- 
suche werden so ausgefiihrt, daB zuerst Magnesiumpulver, dann 
langsam unter starkem Rihren und Kihlung mit kaltem Wasser 
Schwefelsiure zugesetzt wird. Erstens wird dabei die Reaktion 
nie sehr stark sauer, zweitens ist die Co-Zymase bei Zimmer- 
temperatur auch in ziemlich stark saurer Lisung stabil. 

5eem der Lésung 636 (ACo = 60000, Trockengewicht 1,18 mg/cem) 


wurden mit 0,3 g Mg + der nétigen Menge Schwefelsiure reduziert, filtriert 
und auf 10 cem verdiinnt 














Ohne Erhitzen. ..... 1,44 | 1,44 
Nach Erhitzen. ..... 0,80 | 1,38 

In diesem Fall ist der totale Jodverbrauch nach der Reduktion 
genau derselbe wie vor; der groBe Unterschied zwischen den beiden 
Lésungen ist, daB in der reduzierten Substanz die Reduktion 
beinahe ganz stabil gegen Erhitzung in alkalischer Lisung ist, 
wihrend in der nicht reduzierten Co-Zymase unter denselben Be- 
dingungen eine grofe Zerstérung eintritt. Girungsversuche 
zeigten, dafs die reduzierte Liésung beinahe inaktiv war. (Be- 
sondere Versuche zeigten, daf das in den reduzierten Lésungen 
vorhandene MgSO, weder bei den Girungsversuchen noch bei den 
Reduktionsbestimmungen stort.) 

Durch die Reduktion mit nascierendem Wasserstoff wird 
also die Co-Zymase inaktiviert und die alkalilabile reduzierende 
Gruppe wird in eine stabile verwandelt. Dies ist also auch mit 
dem Gedanken in Ubereinstimmung, da8 eben die labile redu- 
zierende Gruppe fiir die Aktivitét wesentlich ist. 

(In mehreren Fillen wurde beobachtet, daB die reduzierten Lésungen 


die Schiffsche Fuchsin-SO,-Reaktion geben. Ob die Aldehydreaktion von 
der reduzierten Co-Zymase oder von Umwandlungsprodukten von Ver- 
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unreinigungen stammt, kann noch nicht bestimmt gesagt werden. Jeden- 
falls geben die nicht reduzierten Lisungen keine Reaktion.) 

Mit der erwihnten Lésung 636 wurde festgestellt, daB durch 18stiind. 
Schiitteln mit Pt-Schwamm und H, bei p, = etwa 4 weder Aktivitit noch 
Reduktionswirkung beeinfluBt wurde. 


In folgender Tabelle sind einige Versuche iiber die Mg- 
Reduktion einiger anderen Co-Zymaselisungen von wechselnder 
Aktivitiit zusammengestellt: 























Ohne Reduktion Reduzierte Lésungen 
Mg Tr. peinesinial 
Nr. ACo gew. mg ,,Glucose“ | mg ,,Glucose“ 
proeem}Co/eem} vor | nach Co/cem| vor | nach 
Erhitz. in NaOH _Erhitz. in NaOH 
633 | 10.000 on 34 | 088 | 0,66 o | 414 | 1,07 
641 | 10000 _ 72 0,82 | 0,41 ~~ 1,18 | 1,10 
640 | 16500 | 10,3 170 | 1,93 | 1,09 24 1,27 | 1,53 
614 | 44.000 1,83 64 | 0,80 | 0,43 4 0,80 ou 


642 | 57000 717 | 410 | 4,64 | 2,50 24 3,50 | 3,45 
635 | 85 000 5,85 | 500 | 6,00 | 3,20 18 5,05 | 5,28 

















| 
| 
616 | 50000')} 2,3 75 | 1,03 | 0,67 0 1,20 1,10 


1. Durch die Reduktion wird also die Co-Zymase vdllig in- 
aktiviert. Eine andere Erklirung der Inaktivierung ist nicht 
moglich. 

2. Der Hypojoditverbrauch der reineren Co-Zymaseliésungen 
wird durch die Reduktion nicht sehr stark veriindert (meistens 
etwas herabgesetzt). Wiahrend bei den aktiven, nicht reduzierten 
Lésungen in den obigen Fallen nur etwa die Hilfte des Jod- 
verbrauches nach Erhitzung in alkalischer Liésung erhalten bleibt, 
wird bei den reduzierten Lésungen der Hypojoditverbrauch durch 
die Alkalierhitzung kaum beeinfluBt. Die alkalilabile reduzierende 
Gruppe wird in eine alkalistabile, reduzierende (d. h. hypojodit- 
verbrauchende) Gruppe verwandelt. 

3. Bei den unreineren Lésungen sind diese Erscheinungen 
wie zu erwarten weniger ausgepriigt. Wie schon hervorgehoben 
wurde, enthalten Priparate von den hier in Frage kommenden 
Reinheitsgraden sicher u. a. Zerfallsprodukte der Co-Zymase, die 
zum Teil noch stark reduzierend wirken und die wohl sicher bei 
der Reduktion mit H, verindert werden kénnen. 

4, In Fallen von stark unreinen bzw. in unbekannter Weise 
wihrend der Isolierung inaktivierten Priparaten kénnen bei der 


1) Urspriingliche Aktivitit. Die Loésung war wihrend der Auf- 
bewahrung etwas geschidigt. 
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Reduktion mit ganz unerwartete Verinderungen eintreten. 
Beispiel: Eine Lésung 644 war aus unbekannten Griinden villig 
inaktiviert. Sie enthielt vor der Reduktion scheinbar 0,52 mg 
Glucose“ pro ccm. Diese Reduktionswirkung war wie zu er- 
warten ganz alkalistabil. Nach der Reduktion der Liésung mit 
Mg und Saure zeigte sich, daB die Lésung nicht nur nicht Hypo- 
jodit verbrauchte, sondern umgekehrt aus angesiiuertem KJ Jod 
abschied. 

In folgenden Versuchsreihen wurde untersucht, ob die oben gefun- 
denen Verhiltnisse einer vollstiindigen Reduktion entsprechen und nicht 
etwa irgendeiner undefinierten Zwischenstufe. Je 2 cem der erwihnten 


Lésung 635 wurde mit den unten angegebenen Mengen Mg + nétiger 
Siuremenge reduziert, filtriert und auf 10 ccm verdiinnt. 




















mg ,,Glucose“/cem 





| 


Reduziert mit vor | nach 











Erhitzung in 0,01 n- NaOH 





oi 6,00 








| 8,20 

0,05 g Mg 5,25 | 5,28 

‘ 5,41 | 5,32 
0,2 5,60 | a 





Mit einer sorgfiltig gereinigten Lésung 486, die jedoch wegen Spontaninak- 
tivierung einen ACo-Wert von nur 90000 besaB, wurden schlieBlich aihnliche 
Versuche ausgefiihrt. Je 2ccm (=4,0 mg Substanz) wurden wie oben 
reduziert. 












mg ,,Glucose“ in 4 mg Sbst. 





Reduziert mit vor | nach 





















se 3,27 | 0,91 
0,05 g Mg 2,50 | 2,07 
‘ 2,79 | 2,58 
0,2 2,79 | 2,63 





Schon mit geringen Mg-Mengen erreicht man also eine vollstindige 
Reduktion und der Hypojoditverbrauch iindert sich nicht mehr. Die 
Labilitit der Reduktionswirkung verschwindet ganz. (MgSO, bzw. aus- 
gefilltes Magnesiumhydrat hat auch bei der Alkalierhitzung keinen EinfluB.) 


II. 
Uber die bei der Erhitzung in Alkali entstehende saure Gruppe. 


Schon vor lingerer Zeit konnte gezeigt werden*), daf in 
der einbasischen ,,Co-Zymasesiure“ bei Erhitzung in alkalischer 


1) Myrbick, Diese Z. 225, 199 (1934). 
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Lésung noch eine zweite saure Gruppe frei wird. Es wurde die 
Arbeitshypothese aufgestellt, daB dabei die Bindung geliést wird 
zwischen der Adenylsiure und dem Rest R. In der voran- 
gehenden Arbeit konnte aber gezeigt werden, daB dies nicht 
zutrifft. Es wird bei der Inaktivierung in schwach alkalischer 
Lésung keine freie Adenylsiure gebildet, sondern man ist ge- 
zwungen anzunehmen, daB die saure Gruppe in dem Rest R 
entsteht. Es lag nahe zu schlieBen, dafi ihre Bildung mit der 
Umwandlung der reduzierenden Gruppe im Rest RK ver- 
bunden ist. Da es nach dem obigen angenommen werden 
kann, dafi die Reduktion der Co-Zymase mit nascierendem H, 
die reduzierende Gruppe umwandelt, so wurde zuerst unter- 
sucht, ob bei aktiven und bei reduzierten Co-Zymaselésungen 
in derselben Weise in alkalischer Lésung eine saure Gruppe 
entsteht. 


Beispiel: Oben erwihnte Liésung 486: 5 cem der aktiven Liésung ver- 
brauchten gegen Phenolphthalein 3,70 cem 0,0122 n-NaOH. 5cem der 
Lésung wurden mit 10 cem derselben Lauge 5 Min. im kochenden Wasser- 
bade erhitzt, gekiihlt und mit Schwefelsiure zuriicktitriert. Der Verbrauch 
an Lauge war nun 10,0 — 4,0 = 6,0 ccm. Zunahme wihrend der Erhitzung 
62°/,. 4cem derselben Lésung nach Reduktion (= 0,8 cem urspriingliche 
Lésung) wurden gegen Phenolphthalein genau neutralisiert, dann mit 3 ccm 
0,0122 n-Lauge versetzt und 5 Minuten erhitzt. Nach Abkihlen wurde 
mit Schwefelsiure angesiuert, damit sich Mg(OH), restlos léste und 
wieder mit Lauge neutralisiert. Zunahme des Laugenverbrauches wihrend 
der Erhitzung 0,01 ccm, wihrend fiir die aktive Lésung 0,37 ecm _be- 
rechnet wird. 


Die Liésung ist also durch die Reduktion so verandert worden, 
daB nicht nur die hypojoditverbrauchende Gruppe gegen Alkali 
stabil ist, sondern auch so, daB bei der Alkalibehandlung keine 
saure Gruppe gebildet wird. Dies stiitzt also die Annahme, daB 
bei den aktiven Co-Zymaselésungen die saure Gruppe bei der 
Alkalibehandlung gebildet wird durch die Umwandlung der labilen 
reduzierenden Gruppe. 


5 ecm der Lésung 486 wurden mit 0,15 g Mg + H,SO, reduziert, 
filtriert und auf 20 cem verdiinnt. 10 ccm davon wurden genau neutrali- 
siert mit 2,5 ccm 0,0122 n-Lauge versetzt und 10 Minuten im Wasserbade 
erhitzt. Dann wurde gekihlt, wie oben angesiuert und zuriicktitriert. 
Laugenverbrauch wihrend der Erhitzung 0,20 cem statt bei der aktiven 
Lésung 1,15 ccm. 

Girungsversuche zeigten, daB die Lésung 486 pro cem 180 Co-E., und 
die reduzierte Lésung 32 Co-Einheiten pro cem urspriingliche Lésung 
enthielt. 

















Uber Oxydation und Reduktion der Co-Zymase. 


Hypojoditverbrauch pro ccm urspriingliche Liésung 








| nicht erhitzt | mit Lauge erhitzt Differenz 




















aktive Lésung..... 3,92 1,92 2,00 
reduzierte Lésung.. 3,16 2,68 0,48 
Wir finden also in der reduzierten Lésung: 
Rest der Aktivitit 18°/, der aktiven Lésung 
Bildung saurer Gruppen 17,, _,, . ‘ 
Labile Reduktion 24, 4 - ” 


Die Ubereinstimmung dieser drei Werte ist so gut, wie iiberhaupt 
erwartet werden kann. 


Mit einer Lésung 489 (ACo = 61000, Tr.gew./cem = 1 mg) wurden 
noch folgende Versuche ausgefiihrt: 1 cem verbrauchte 0,25 cem 0,0122 n- 
Lauge zur Neutralisation, nach der Erhitzung 0,49 cem Zunahme also wie 
gewohnlich beinahe 100°/). 


1 mg Substanz = 0,064 mg P = 0,0021 Millidiquiv. 
verbraucht 0,0030 “ Lauge 
bzw. nach Erhitzen 0,0059 ™ ‘s 


i mg Substanz entspricht bei der Willstitter-Schudel- Bestimmung 
0,881 mg Glucose, nach der Erhitzung 0,440 mg. Mit je 1 ccm Co-Zymase- 
lésung + 2 ccm 0,0122 n-Lauge wurden Erhitzungsversuche bei verschiedenen 
Temperaturen ausgefiihrt, um eine Temperatur zu finden, wo die Geschwindig- 
keit der Inaktivierung eine passende Gré8e hat. Bestimmung der Reduktion 
nach Willstaitter-Schudel: 








Temperatur 








Erhitzungszeit (Min) mg ,,Glucose“ gef. 
3 100° 0,44 
15 85 ° 0,44 
40 65 ° 0,44 
5 65° 0,44 
6 50° 0,73 








Bei 50° geht also die Reaktion mit einer gut meBbaren Geschwindigkeit. 
Zu den folgenden Versuchen wurden Proben von 1 ccm Co-Zymase mit 
0,70 cem 0,0122 n-Lauge verschiedene Zeiten bei 50° erhitzt. Nach Ab- 
kiihlen wurde mit Sure zuriicktitriert ') und der Laugenverbrauch ausgerechnet, 
dann wurden die neutralen Liésungen zu Willstitter-Schudel-Bestim- 
mungen verwendet. 


1) Es braucht wohl nicht erwihnt zu werden, daB zu diesen Ver- 
suchen wibrige (und nicht alk oholische) Phenolphthaleinlésung angewandt 
wurde. 











266 K. Myrback, Uber Oxydation und Reduktion der Co-Zymase. 


























La Jodverbrauch 
hitzun — age 0 ; 
= 0 ™ verbraucht on 4 : : alkali- | “lo goo 
1n i d. Ti ; nanm tota : der labilen 
be Titration labil Reduktion 
—~ 0,25 0 2,55 1,29 0 
3 0,29 17 2,32 1,05 19 
5 0,33 33 2,22 0,95 26 
6 0,35 42 2,11 0,84 35 
7 0,35 42 2,10 0,83 36 
14 0,36 46 1,92 0,65 50 
15 0,39 58 1,90 0,63 51 
25 0,41 67 1,61 0,82 15 
44 0,48 75 1,55 0,28 78 
15 0,47 92 1,45 0,16 88 
oo 0,49 100 1,29 0 100 














Die Versuche zeigen also, daB die labile reduzierende Gruppe 
in genau demselben MaB8e zerstért wird, wie die gegen Phenol- 
phthalein titrierbare saure Gruppe entsteht. Wir kénnen also 
behaupten, daB die reduzierende Gruppe in alkalischer Lésung 
(schon bei 50° in etwa 0,007 n-NaOH) so veriindert wird, daB 
eine saure Gruppe mit der Dissoziationskonstante etwa 1076 
entsteht. Man diirfte vielleicht annehmen kénnen, daB die saure 
Gruppe eine Carboxylgruppe ist. Die Versuche geben schon 
gewisse Haltepunkte fiir die Bestimmung der Natur der labilen 
reduzierenden Gruppe. 

Obgleich aus mehreren Griinden nicht wahrscheinlich ist, daB der 
vergréBerte Laugenverbrauch bei der Erhitzung durch eine Abspaltung 
von CO, bedingt ist, wurde folgender Versuch mit dem Priparat 489 aus- 
gefiihrt: 12 mg des Priiparates verbrauchten 3,05 cem 0,0122 n-Lauge bei 
der Neutralisation. 7,00 cem Lauge wurden zugesetzt und 5 Minuten er- 
hitzt. Bei der Riicktitrierung wurden 1,95 cem 0,0122 n-H,SO, verbraucht. 


6,64 ccm der Siiure wurden zugesetzt. Dann wurde wieder 8 Minuten 
erhitzt, abgekiihlt und mit Lauge neutralisiert: 4,70 cem. 


Erste Titration 7,00 — 1,95 = 5,05 
Zweite , 7.00 — 6,64 + 4,70 = 5,06. 


Es wird also bei der Erhitzung in alkalischer Lésung keine fliichtige 
Siiure gebildet. 
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Hochgereinigte Co-Zymase. 
Von 


H. v. Euler, H. Albers und F, Schlenk. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juni 1935.) 


Auf Grund des friiher gefundenen Schwefelgehaltes gereinigter Co- 
Zymasepriparate versuchten wir den schwefelhaltigen Kérper iiber das 
Cuprosalz abzutrennen. Dabei zeigte sich das iiberraschende Ergebnis, daB 
die aus dem Cuprosalz regenerierte Substanz fast keinen Schwefel mehr 
enthielt, daB sie aber eine sehr hohe und bisher nicht erreichte Co-Zymase- 
wirkung besab. Diese Aktivitit') — ACo = 350000—400000 — wurde 
in 8 durchgefiihrten Versuchen in gleicher Gré8e und unabhingig von der 
Reinheit des Ausgangsmaterials gefunden, sofern diese nicht unterhalb 
eines Wertes von ACo = 50 000—60 000 lag. Mit diesen reinsten Priparaten 
tritt, soweit wir bis jetzt sehen, bei wiederholter Reinigung iiber das Cupro- 
salz keine weitere Steigerung der Aktivitit mehr auf. Die Ausbeuten bei 
der Reinigung sind recht befriedigend, 80 °/, und mehr der Co-Zymase lassen 
sich in Form der reinen Priparate gewinnen. Die Methode der Reinigung 
iiber die Cuprosalze gestattet somit, in einem Gang die nach der bisherigen 
Reinigungsmethode (letzte Reinigung iiber die Silbersalze) anfallenden Pri- 
parate von dem offenbar wesentlichsten Teil der Begleitstoffe abzutrennen. 

Nebenbei sei erwihnt, da8 mit der beschriebenen Reinigung der Co- 
Zymasepriparate eine Anderung in deren Wirksamkeit als Aktivator von 
Dehydrasesystemen eintrat. Wihrend die héchst gereinigten Co-Zymase- 
priparate als Co-Enzym der Alkoholdehydrase ebenso wirksam sind 
wie die unreineren, haben sie die Aktivatorwirkung im System der 
Hexosemonophosphatdehydrierung verloren, wenn gut dialysierte 
Dehydraselésungen verwendet werden. Nicht dialysierte Enzymlésungen 
aus Hefe enthalten dagegen einen Faktor, der die Wirkung der reinen Co- 
Zymase wieder zum Vorschein kommen 1a8t*). Vermutlich ist der gleiche 
Erginzungsfaktor in den weniger gereinigten Co-Zymasepriiparaten ent- 
halten. (Vgl. die besonders intensive Wirkung unreinerer Co-Zymasen auf 
die Oberhefephosphatase, die auf eine Verschiedenheit des offenbar hier 
wirkenden Disulfides der Priiparate von den bekannten Disulfiden hinweist.) 

Zwei der erhaltenen reinsten Priiparate wurden vollstindig analysiert, 
sie ergaben fast identische Analysenwerte: 





1) Uber die Unsicherheit der Aktivititsbestimmung mit Apo-Zymase, vgl. 
FuBnote 5, Euler, Albers, Schlenk u. Giinther, Arkiv 12B n:0 4 1935. 
2) Uber diese Versuche wird von Euler u. Adler in dieser Z. ge- 
sondert berichtet. 











966 K. Myrback, Uber Oxydation und Reduktion der Co-Zymase. 
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Die Versuche zeigen also, daB die labile reduzierende Gruppe 
in genau demselben Mafe zerstért wird, wie die gegen Phenol- 
phthalein titrierbare saure Gruppe entsteht. Wir kénnen also 
behaupten, daB die reduzierende Gruppe in alkalischer Lésung 
(schon bei 50° in etwa 0,007 n-NaOH) so verindert wird, daB 
eine saure Gruppe mit der Dissoziationskonstante etwa 1076 
entsteht. Man diirfte vielleicht annehmen kénnen, daB die saure 
Gruppe eine Carboxylgruppe ist. Die Versuche geben schon 
gewisse Haltepunkte fiir die Bestimmung der Natur der labilen 
reduzierenden Gruppe. 

Obgleich aus mehreren Griinden nicht wahrscheinlich ist, daB der 
vergréBerte Laugenverbrauch bei der Erhitzung durch eine Abspaltung 
von CO, bedingt ist, wurde folgender Versuch mit dem Priparat 489 aus- 
gefiihrt: 12 mg des Priparates verbrauchten 3,05 cem 0,0122 n-Lauge bei 
der Neutralisation. 7,00 cem Lauge wurden zugesetzt und 5 Minuten er- 
hitzt. Bei der Riicktitrierung wurden 1,95 ccm 0,0122 n-H,SO, verbraucht. 
6,64 ccm der Siiure wurden zugesetzt. Dann wurde wieder 8 Minuten 
erhitzt, abgekiihlt und mit Lauge neutralisiert: 4,70 ccm. 

Erste Titration 7,00 — 1,95 = 5,05 
Zweite , 7.00 — 6,64 + 4,70 = 5,06. 


Es wird also bei der Erhitzung in alkalischer Lésung keine fliichtige 
Siure gebildet. 

















Hochgereinigte Co-Zymase. 
Von 


H. v. Euler, H. Albers und F, Schlenk. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juni 1935.) 
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iiber die Cuprosalze gestattet somit, in einem Gang die nach der bisherigen 
Reinigungsmethode (letzte Reinigung iiber die Silbersalze) anfallenden Pri- 
parate von dem offenbar wesentlichsten Teil der Begleitstoffe abzutrennen. 

Nebenbei sei erwihnt, daB mit der beschriebenen Reinigung der Co- 
Zymasepriparate eine Anderung in deren Wirksamkeit als Aktivator von 
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wie die unreineren, haben sie die Aktivatorwirkung im System der 
Hexosemonophosphatdehydrierung verloren, wenn gut dialysierte 
Dehydraselésungen verwendet werden. Nicht dialysierte Enzymlésungen 
aus Hefe enthalten dagegen einen Faktor, der die Wirkung der reinen Co- 
Zymase wieder zum Vorschein kommen laBt*). Vermutlich ist der gleiche 
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1) Uber die Unsicherheit der Aktivitiitsbestimmung mit Apo-Zymase, vg]. 
FuBnote 5, Euler, Albers, Schlenk u. Giinther, Arkiv 12B n:0 4 1935. 
2) Uber diese Versuche wird von Euler u. Adler in dieser Z. ge- 
sondert berichtet. 











II H. y. Euler, H. Albers u. F. Schlenk, Hochgereinigte Co-Zymase. 























I (Priip. 142) II (Prip. 176) Ber. fiir 
ACo 390 000 ACo 380 000 
in "le in PB C,,H,.N,PO, 

H,O (Hochvak. 80°) . 8,25 8,02 
ee a Se ES 36,68 36,68 36,55 
Be a wa~iaigima. ae Mi 4,77 4,81 4,85 
rss a anne, Cent 13,9 13,6 14,2 
saree 7,55 8,05 7,86 
Bas. « 6a ese 0,1 0,3 


(Phosphor bestimmt nach 10stiindiger saurer Hydrolyse) 


Unter Vernachlissigung des Schwefelgehaltes stimmen beide Analysen 
recht gut auf die empirische Formel C,,H,,N,PO,. Mit der Untersuchung, 
ob obige Analysenzahlen zufillig sind, oder ob sie einem chemisch einheit- 
lichen Stoff (bzw. einem isomeren Gemisch) zukommen, sind wir noch be- 
schiftigt. 

Die Priiparate gaben mit Pikrinsiiure und mit Pikrolonsiure kérnige 
Niederschliige, die sich beim Versuch, sie aus Wasser umzukrystallisieren, 
offenbar zersetzten. Zwei so gewonnene Pikrate gaben im Girversuch 
Aktivititen von ACo = 309000 und 341000. 

Die hochaktiven Priparate fluorescieren in fester Form im UV-Licht 
bliulich-violett, in Lésung kriftig blau. Aus einigen Lésungen krystalli- 
sieren bei langsamem Eindunsten an der Luft diinne federférmige Kry- 
stalle mit gerader Ausléschung aus. 

Die Substanzen geben keine eindeutige Murexid-Reaktion (gelbrote 
Firbung mit griinlichem Einschlag), beim Abrauchen mit Salpetersiure 
hinterbleibt ein gelber Riickstand (im Gegensatz zu Muskeladenylsiure). 
Nach der Hydrolyse mit 0,1 m Schwefelsiiure hinterbleiben beim Eindunsten 
des Hydrolysengemisches farblose gut ausgebildete Krystalle, vermutlich 
ein Basensulfat; es konnte wegen Materialmangel noch nicht untersucht 
werden. Bei der Hydrolyse nach Levene (Methylalkohol HCl) keine Ab- 
scheidung von Krystallen, dagegen bei Zugabe von NaOH tritt schon bei 
Pu = 4,5—5 ein flockiger Niederschlag ein. (Dieser sollte nicht Adenin sein; 
absebeiden kénnten sich auBer unbekannten Basen Xanthin, Hypoxanthin 
und Guanin). Aus der Mutterlauge fallt mit Pikrinsiiure ein kérniger Nieder- 
schlag, unléslich in absolutem Alkohol, also wahrscheinlich kein Adenin- 
pikrat. Dieser beginnt bei 156° zu sinken, bei 175° beginnt Zersetzung. 

Die reinsten Priparate zeigen nach Willstitter-Schudel einen 
Reduktionswert entsprechend 0,785-10—* Aquiv./J pro g Substanz oder 
1 Grammiiquiv. pro 127,3 g Co-Zymase. (Priiparat 142) bzw. 0,861- 107? 
Aquiv. J/g oder 1 Grammiiquiv. J pro 116 g Co-Zymase (Priiparat 176). Nach 
Hagedorn-Jensen ergeben sich Reduktionswerte von 0,42 - 10—? 0/2 Aquiv. 
pro g Subst. (Priparat 142) bzw. 0,329 - 107? 0/2 Aquiy./g Subst. (Priparat 176). 





8) Wahrscheinlich als Sulfat-Schwefel vorhanden. 














Zur Chemie der Mucine und Mucoide. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


Gunnar Blix, Carl-Olof Oldfeldt und Olof Karlberg. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Uppsala.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1935.) 

Im folgenden soll kurz iiber einige Untersuchungen an Mucinen 
und Mucoidsubstanzen berichtet werden, die im Laufe der letzten 
11/, Jahre am hiesigen Institut ausgefiihrt wurden. Aus iuferen 
Griinden kann die ausfiihrliche Veréffentlichung erst in einigen 
Monaten erfolgen. 

Nach der jetzt geltenden, von Levene!) begriindeten Ansicht 
ist die in alle Mucine und die meisten Mucoide eingehende Kohlen- 
hydratgruppe die Mucoitinschwefelsiure. Diese Auffassung ist 
experimentell nur durch Untersuchungen an mucin- bzw. mucoid- 
haltigem Material gestiitzt, nicht aber durch Analysen der iso- 
lierten Glykoproteide. 

Wir haben demgegeniiber folgende Substanzen isoliert und 
untersucht: Submaxillaris-mucin und Magen-mucin, Glaskérper- 
mucoid, Corneamucoid und Nabelstrang-mucoid. 

Alle diese Substanzen sind reich an Kohlenhydrat (10—30°/,), 
enthalten aber nur unwesentliche Mengen an durch Salzsiure- 
hydrolyse abspaltbarer Schwefelsiiure (0,04 bis héchstens 0,3°/, 
Schwefel entsprechend). Demnach kommt Mucoitinschwefelsiure 
jedenfalls nicht als vorherrschende Kohlenhydratgruppe dieser 
Verbindungsklasse in Betracht. 

Am griindlichsten untersuchten wir das Submaxillaris-mucin. 
Diese Substanz enthilt in der Tat zwei Kohlenhydratkomplexe, von 
denen der eine (quantitativ unterlegene, etwa 5°/,) mit dem von 
C. Rimington?) aus einfachen Proteinen isolierten Dimannose— 





1) Pp. A. Levene, Hexosamins and Mucoproteins, London: Longmans, 


Green & Co., 1925. 
2) Vgl. die Zusammenfassung von Rimington in Ergebn. d. Physiol. 
u. exp. Pharmakol. 35, 712ff. (1933). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXIV 19 
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IV Gunnar Blix und Mitarb., Zur Chemie der Mucine und Mucoide. 


Glykosamin identisch ist, wihrend der andere, den Hauptanteil 
bildende (etwa 25°/,) eine neue Substanz darstellt, die in kleinen 
Mengen in wohlkrystallisierter Form erhalten wurde. Das neue 
Kohlenhydrat enthalt folgende Bausteine: Glykosamin, zwei Acety]- 
gruppen und vermutlich eine Polyoxysiiure, die jedoch sicher keine 
Hexosuronsiiure ist. Die wahrscheinlichste Klementarzusammen- 
setzung ist C,,H,,0,,N. Die Substanz hat Siurecharakter und 
gibt ohne Vorbehandlung mit Alkali sowohl in freiem Zustand 
wie auch an EHiwei8 gebunden in der Wirme eine stabile rote 
Fiarbung mit Ehrlichs Dimethylamino-benzaldehyd-reagens. Diese 
Farbreaktion verleiht dem Submaxillaris-mucin eine Sonder- 
stellung gegentiber den bisher bekannten Mucoiden. 
Der isoelektrische Punkt des Submaxillaris-mucins wurde durch 
Bestimmung des Léslichkeitsminimums in Citratpuffer ermittelt und 
bei p,, 2,45 gefunden. Der stark saure Charakter dieses Mucins gibt 
sich auch durch das hohe Alkalibindungsvermégen zu erkennen. 
Eine Bestimmung der Aminosiureverteilung [nach Damodaran®)] 
ergab keinen besonders hohen Gehalt an Aminodicarbonsiuren, 
weshalb der stark saure Charakter des Mucins mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit auf die saure Kohlenhydratgruppe zuriickzufihren ist. 
An den iibrigen der oben genannten Glykoproteide wurden die 
folgenden analytischen Untersuchungen durchgefiihrt: Bestimmung 
nach Tillmans-Philippi-Sérensen mit Orcin—Schwefelsiure, 
Reduktionswert nach Hydrolyse und Gehalt an Glykosamin [nach 
hier modifizierter Methode von Elson und Morgan‘)]. Aus den 
Analysenwerten geht hervor, daB wir wahrscheinlich auch in diesen 
Verbindungen mit dem Vorkommen von zwei Kohlenhydrat- 
gruppen zu rechnen haben, von denen die eine dem weitverbreiteten 
Typus Dimannose-Glykosamin angehért, wihrend die zweite eine 
andere Glykosaminverbindung darstellt. Durch die isoelektrischen 
Punkte charakterisierten sich diese Glykoproteide ebenfalls als 


stark sauer. 




















Substanz Isoelektrischer Punkt 
Nabelschnur-mucoid. .. . PH 3,92 
Glaskérper-mucoid. ... . 3,05 
Cornea-mucoid ...... 3,55 
Magen-mucin....... etwa 4 





5) Biochemie. J. 26, 2123 (1931). *) Biochemic. J. 27, 1824 (1983). 
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Notiz tiber die Bors&ure-reaktion 

und die Struktur der Nucleinsiure. 
Von 

P. A. Levene und KR, Stuart Tipson. 


(Aus den Laboratories of The Rockefeller Institute for Medical Research, New York) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juni 1935.) 


Neulich glaubte Makino’), bewiesen zu haben, dab den Des- 
oxyribose-nucleosiden die Pyranose-ringstruktur zukommt. Der 
Beweis bestand in dem Verhalten eines Verdauungsgemisches der 
Desoxyribo-nucleinsiiure gegen Borsiure. Nun ist von uns be- 
wiesen worden, da das rein chemische Verhalten des Thymidins 
zugunsten der Furanosestruktur dieses Nucleosides spricht’). 

Wir haben deswegen die Reaktion der Borsiiure auf Lisungen 
der reinen Nucleoside, Inosin, Guanosin und Thymidin verfolgt, 
und fanden, daB die zwei ersten eine positive Reaktion gaben, und 
daB die letzte, wie es auf Grund unserer Erfahrung zu erwarten 
war, nicht reagierte. 


























Volumen 
Substanz Gewicht | n/10-NaOH Borsiiure- 
, i reaktion 
in g in ccm 
Inosin ...... 0,0400 0,365 positiv 
Guanosin. . ... 0,0402 0,280 positiv 
Thymidin. .... 0,0398 0,085 negativ 





1) K. Makino, Diese Z. 233, 186 (1935). 
2) P. A. Levene und R.S. Tipson, Science 8], 98 (1935); J. of Biol. 
Chem. 109, 623 (1935). 
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Fig. 1. 
Asterubin aus Asterias rubens L. 
Lineare Vergr. 1 : 25. 








Fig. 2 


Asterubin synthetisch. 
Lineare Vergr. 1: 25. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiologische Chemie. Band CCXXXIV. Tafel I. 


Zu ,,D. Ackermann, Synthese des Asterubins‘*. (Seite 208.) 


Verlag yon Walter de Gruyter & Co, Berlin, 
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Fig. 4. 





Uber Androsteron. V.“ 


des intantilen Rattenmannchens. 










Wachstumswirkung des Androstandiols (a) und Androsterons (b) auf den Genitaltrakt 
c = Kontrolle. 


(Erliuterung im Text.) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCN XNXIV, Tafel II. 


Zu ,,Adolf Butenandt und Kurt Tscherning, 


(Seite 224.) 

















Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 
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Fig. 5. 
Schnitt durch die Vesikulardriisen der in Fig. 4 (Tafel IL) dargestellten Genitalorgane. 
12fache VergréBerung. 
(Erliuterung im Text.) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCX X NIV, Tafel III. 
Zu ,,Adolf Butenandt und Kurt Tscherning, 
Uber Androsteron. V.“ (Seite 224.) 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 
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Fig. 6. 





Schnitt durch die Vesikulardrtisen der in Fig. 4 (Tafel If) dargestellten Genitalorgane. 


Etwa 270fache VergroBerung. 
(Erlauterung im Text.) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXXNIV, Tafel 1V. 


Zu ,Adolf Butenandt und Kurt Tscherninge. 


Uber Androsteron. V." (Seite 224.) 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., 


Berlin. 
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